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MAPKs   Proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-Activated Protein 
Kinases) 
MLE     Membrana Limitante Externa 
MLI     Membrana Limitante Interna 
MTT     Bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio 
NDS     Suero de burro (Normal Donkey Serum) 
NF     Neurofilamentos 
NGS     Suero de cabra (Normal Goat Serum) 
NMDA    Ácido N-metil-D-aspártico 
NO     Óxido Nítrico 
NP-40    Nonidet
®
 P-40 (Nonilfenilpolietilen glicol) 
p38     MAP quinasa p38 
PAGE   Electroforesis en geles de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) 
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STR     Respuesta umbral escotópica (Scotopic threshold response) 
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TEMED    N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamin (Tetramethylethylenediamine) 
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                Resumen 
RESUMEN 
Introducción 
 El glaucoma es una de las causas más comunes de discapacidad visual y una de 
las enfermedades neurodegenerativas oculares más frecuentes de pérdida irreversible de 
visión. La afectación originada en la retina se caracteriza por la degeneración de las 
células ganglionares y la pérdida de axones. La presión intraocular es un factor de 
riesgo importante en el glaucoma, entre otros factores, implicando mecanismos 
bioquímicos que desencadenan la muerte de las células ganglionares. El ratón DBA/2J 
es un modelo de hipertensión ocular y de degeneración de las células ganglionares de la 
retina (CGR). Las características principales de éste son la dispersión del pigmento del 
iris (IPD) y la atrofia del estroma del iris (ISA) que conducen a la patogénesis del 
glaucoma. 
 Los mecanismos bioquímicos que comprometen al sistema purinérgico en 
procesos patológicos como la degeneración glaucomatosa han sido estudiados en los 
últimos años, siendo de gran relevancia como posibles dianas farmacológicas para el 
tratamiento de diferentes neuropatías. Los receptores P2X comprenden una familia de 
siete canales iónicos de membrana activados por ligando (P2X1-7) que se activan por el 
ATP extracelular (ATPe). En particular, los receptores P2X7 podrían estar involucrados 
en la regulación de la transmisión sináptica y la muerte neuronal en la retina. Además, 
la excitotoxicidad mediada por ATP a través de la activación del receptor P2X7 sugiere 
su posible implicación en la degeneración neuronal y la pérdida de la función visual en 
las retinas glaucomatosas. Tan importante como la presencia de este receptor 
purinérgico es estudiar los niveles de ATP extracelular de la retina, así como evaluar los 
cambios en la expresión del transportador de nucleótidos vesicular (VNUT) y los 
niveles de ecto-nucleotidasa (E-NPP1) en este modelo murino de glaucoma durante el 
desarrollo de la enfermedad. 
Objetivos 
Los objetivos generales de esta tesis son: 
Determinar la aparición de alteraciones funcionales y morfológicas en la retina 
interna de los ratones DBA/2J.   
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Estudiar los cambios en los niveles de nucleótidos de la retina en el ratón 
glaucomatoso DBA/2J durante el progreso de la patología. 
Caracterizar las señales moleculares que subyacen a la lesión de la retina 
glaucomatosa. Para ello, se analizará la expresión y localización de los receptores 
purinérgicos P2X7 en relación con diferentes marcadores de la retina. Además, 
trataremos de establecer la relación entre el receptor P2X7 y los procesos de apoptosis 
en estudios in vitro y en las retinas lesionadas a través de diferentes vías. 
Establecer el antagonismo del receptor P2X7 como un posible recurso terapeútico. 
Material y métodos 
Los experimentos se llevaron a cabo utilizando retinas de ratones glaucomatosos 
DBA/2J en diferentes estadios, junto con ratones C57BL/6J utilizados como controles 
de la misma edad. 
Para la evaluación de la funcionalidad de la retina, se registraron las respuestas 
electrorretinográficas y fue estudiada su correlación con los cambios morfológicos 
(pérdida de las células ganglionares de la retina, CGR). Para ello, se identificaron las 
CGR mediante el marcaje retrógrado con metanosulfonato de hidroxistilbamidina 
(OHSt), aplicado en el colículo superior. Las retinas montadas a plano fueron 
procesadas para cuantificar la población de CGR identificadas por el trazador OHSt y 
por inmunodetección de Brn3a, se contaron utilizando un software de análisis de 
imágenes y se generaron sus correspondientes mapas de isodensidad para cada retina. 
El estudio de la liberación de nucleótidos se realizó mediante el disecado de las 
retinas y extracciones a plano, para someterlas a condiciones de estimulación en tampón 
Ringer con o sin 59 mM de KCl y analizarlas mediante cromatografía líquida de alta 
resolución tras el procesamiento adecuado. 
Los cambios morfológicos en la retina interna de los ratones DBA/2J fueron 
evaluados mediante un estudio inmunohistoquímico y un análisis mediante Western 
Blot con anticuerpos frente a GFAP, NF, Syp y Brn3a. Además, se analizó la expresión 
del receptor nucleotídico P2X7, del transportador vesicular de nucleótidos (VNUT) y de 
una de las enzimas perteneciente a la familia de las ecto-fosfodiesterasas (NPP1). 
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También se estudiaron proteínas implicadas en las vías de señalización de los procesos 
apoptóticos tales como p38 y JNK. Con el fin de analizar el proceso de muerte de las 
células ganglionares de la retina, se evaluó la actividad de la caspasa-3 en modelos in 
vivo e in vitro mediante Western Blot y citometría de flujo.  
Para verificar la ruta de señalización propuesta en el presente trabajo, se 
comprobó la implicación del receptor P2X7 mediante estudios de inmunodetección por 
ELISA. Finalmente, se realizó un tratamiento en los ratones DBA/2J mediante 
inyección de un antagonista específico del receptor P2X7. 
Resultados 
Los ratones DBA/2J mostraron una reducción significativa (68%) en las 
amplitudes de la respuesta umbral escotópica positiva (pSTR) a los 15 meses de edad, 
en comparación con los ratones de 3 meses. Además, dicha pérdida funcional se 
correlacionó con la reducción heterogénea de las CGR identificadas mediante 
marcadores específicos (OHSt y Brn3a).  
Se observaron alteraciones en la liberación neta de nucleótidos de la retina en los 
ratones DBA/2J a los 15 meses, así como un incremento significativo en la expresión de 
VNUT  en comparación con el ratón control de la misma edad (36%) y, con respecto a 
los ratones glaucomatosos de 3 meses (46%). Además, se encontraron niveles elevados 
de la ecto-fosfodiesterasa NPP1 en los ratones DBA/2J a los 15 meses (80%).  
Por otra parte, se detectó una pérdida de conexiones sinápticas y un descenso en 
los neurofilamentos de la capa de fibras durante el progreso de la patología. Los ratones 
glaucomatosos mostraron cambios en la expresión del receptor P2X7. Los análisis de 
inmunotransferencia por Western Blot mostraron una sobre-expresión de P2X7 (78%) a 
los 15 meses con respecto al control. Además los estudios de inmunofluorescencia en 
secciones mostraron un significativo aumento de este receptor en las neuronas primarias 
lesionadas, las CGR, correlacionándolo con la posible activación de procesos 
apoptóticos de este tipo neuronal. Para ello, se analizaron algunos componentes de la 
vía de señalización de las MAPK y la expresión de la caspasa-3 encontrando una 
activación de estas proteínas en las retinas del ratón DBA/2J, que sugiere su posible 
implicación en los procesos de apoptosis de las CGR en el glaucoma. Esta hipótesis se 
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verificó mediante estudios in vitro, encontrando una muerte celular mediada por la 
activación del receptor P2X7 y, regulada en parte, por la señalización intracelular de las 
MAPK induciendo la posterior activación de la caspasa-3.  
Por último, el tratamiento de ratones DBA/2J disminuyó significativamente la 
activación de los niveles de MAPK pero no fue eficaz para disminuir el deterioro 
funcional de la retina en las condiciones establecidas. 
Conclusiones 
Estos animales mostraron cambios característicos de la degeneración 
glaucomatosa, incluyendo un aumento de la presión intraocular (PIO) y una disfunción 
de la actividad retiniana entre los 9 y 15 meses, además de mostrar un patrón de muerte 
sectorial de las CGR.  
Nuestros resultados indican la existencia de una correlación entre el deterioro de 
la función de la retina y la pérdida neuronal. Dicho análisis funcional y morfológico 
permite evaluar la progresión de la enfermedad. Además, esta disfunción retiniana 
también se puede correlacionar con los niveles elevados de ATP extracelular y el 
transportador de nucleótidos, probablemente por la interacción con el receptor P2X7 
presente en las retinas del modelo animal. Este entorno extracelular podría justificar las 
alteraciones funcionales y bioquímicas observadas durante el progreso de la patología. 
El aumento en la presencia del receptor P2X7 podría contribuir, junto con otros 
factores, a los cambios en la funcionalidad de la retina y la concomitante muerte celular 
de las CGR. Estos resultados proporcionan una posible vía intracelular responsable de la 
apoptosis de las CGR mediada por la activación de la caspasa-3 a través de la vía de 
señalización de las MAPK en el glaucoma.  
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Introduction 
 Glaucoma is a common cause of blindness and one of the most frequent ocular 
neurodegenerative diseases. This retinal impairment is characterized by ganglion cell 
degeneration and the loss of axons. Intraocular pressure is an important risk factor in 
glaucoma together with other factors that compromise biochemical mechanisms 
involved in ganglion cell death. The DBA/2J mouse is a model of ocular hypertension 
and retinal ganglion cell (RGC) degeneration, the main features of which are iris 
pigment dispersion (IPD) and iris stromal atrophy (ISA) leading glaucoma symptoms.  
 The biochemical mechanisms that involves purinergic signalling in developing 
glaucoma remains unknown and have covered an important relevance in the study of 
this neurodegenerative disease. P2X receptors comprise a family of seven ligand-gated 
membrane ion channels (P2X1-7) that are activated by extracellular ATP (eATP). 
Particularly, P2X7 receptors could be involved in the regulation of the synaptic 
transmission and neuronal death in the retina. Furthermore, ATP-mediated 
excitotoxicity via activation of the P2X7 receptor (P2X7R) is suggested to be involved 
in neuronal degeneration and loss of visual function in glaucomatous retinas. As 
important as the presence of this purinergic receptor subtype is to study retinal 
extracellular ATP levels and to assess the changes in the vesicular nucleotide transporter 
(VNUT) expression and ecto-nucleotidase levels (E-NPP1) in this murine model of 
glaucoma during the development of the disease. 
Objectives 
The main objectives/aims of this/the present work thesis are the following: 
Determine the onset of functional and morphological changes exhibited by DBA/2J 
mice in the inner retina. 
Investigate the changes of nucleotide levels in the glaucomatous retina of the 
DBA/2J mice during the progress of the pathology. 
Characterize the molecular signals underlying glaucomatous retinal injury. We 
analysed the expression and localization of P2X7 purinergic receptor and in relation to 
other elements of the purinergic system and retinal markers. Furthermore, we tried to 
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establish a relation between P2X7R related to apoptosis processes in in vitro studies and 
injured retinas through different pathways.  
Establish a possible therapeutic approach by antagonising P2X7 receptors. 
Material and methods 
 To perform the experiments, mice retinas were obtained from the glaucomatous 
DBA/2J mice at different stages of age together with C57BL/6J mice used as age-
matched controls.   
 For the assessment of retinal functionality, electroretinographic responses were 
recorded and their correlation with morphological changes were studied (loss of RGC). 
For that, we identified the RGC by retrograde tracing with hydroxystilbamidine 
methanesulfonate (OHSt), applied on the superior colliculi. Whole-mount retinas were 
processed to quantify the population of RGCs identified by fluorogold tracing and 
Brn3a immunodetection, and an isodensity contour plot was generated for each retina. 
 For the study of retinal nucleotide release retinas were dissected and prepared as 
flattened whole-mounts and stimulated in Ringer buffer with and without 59 mM KCl 
then analized by high performance liquid chromatography.  
 Immunohistochemical and western-blot analysis were performed to assess the 
morphological changes in the inner retina of DBA/2J mice with antibodies against 
GFAP, NF, Syp and Brn3a. Furthermore, we analysed the P2X7 nucleotide receptor 
expression, vesicular nucleotide transporter (VNUT) and an ecto-fosfodiesterase 
enzyme (NPP1). Furthermore, proteins involved in signalling pathways of apoptotic 
processes such as p38 and JNK were studied. Sections of mouse retinas were examined 
and photographed using confocal microscopy.  In order to investigate the ganglion cell 
death, caspase-3 cleavage was evaluated in in vivo and in vitro model by western blot 
and flow citometry.   
To verify the signalling pathway proposed in the present work, the implication 
of activated P2X7 receptor and its antagonism by ELISA immunoassays studies was 
performed. Finally, glaucomatous mice were treated with a specific antagonist of P2X7 
receptor.  
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Results 
DBA/2J mice showed a significant reduction in the positive scotopic threshold 
response (pSTR) amplitudes (68%) at 15 months of age, as compared to glaucomatous 
mice at 3 months. Furthermore, retinal dysfunction was correlated to a non-
homogeneous reduced population of RGC in DBA/2J mice by fluorogold tracing and 
Brn3a inmunodetection.  
Glaucomatous mice exhibited changes in the release of retinal nucleotides as 
long as the pathology progressed. Concomitantly, VNUT expression was up-regulated 
compared to control mice (36%) at the same age. Furthermore, the expression of one of 
the ectonucleotidase, NPP1 was evaluated. It was found that NPP1 protein levels were 
elevated in DBA/2J mice at 15 months (80%). 
In addition, there was a loss of synaptic ribbons together with a severe decrease 
of neurofilaments during the assessment of the pathology. Glaucomatous mice exhibited 
changes in P2X7R expression as long as the pathology progressed. Western blotting 
analyses revealed up-regulation of P2X7R finding a 78% of rise in the presence of this 
receptor with glaucoma progression in DBA/2J mice. There was an increase of P2X7 
receptor in primary injured neurons, the RGCs, being presumably correlated with the 
activation of apoptotic processes. For that, we analyzed the expression of MAPK and 
caspase-3 proteins and found an up-regulation of these proteins in the DBA/2J retinas 
suggesting their possible involvement in apoptotic processes in neuronal death in 
glaucoma. These results were crosscheked with in vitro studies finding a caspase-
mediated cell death induced by activation of P2X7 receptor and regulated in part by 
MAP kinase signalway. 
Finally, the treatment of DBA/2J mice decreased significantly the activation of 
MAPK levels but the retinal dysfunction was not improved.  
Conclusions 
These animals exhibited glaucomatous changes, including an increase in 
intraocular pressure (IOP) and retinal activity dysfunction beginning at about 9-15 
months of age and sectorial RGC death in the retina. 
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Our results indicate the existence of a correlation between retinal function impairment 
and RGC loss. The functional and morphological analysis allows a reliable assessment 
of the progression of the disease. Furthermore, this retinal dysfunction correlated with 
the increased levels of extracellular ATP and nucleotide transporter probably due to the 
nucleotide interacting with P2X7R present in the retinas of this animal model. This 
modified cellular environment could contribute to explain the functional and 
biochemical alterations observed during the development of the pathology. The increase 
in the presence of P2X7 receptors may contribute, together with other factors, to the 
changes in the functionality of the retina and the concomitant death of retinal ganglion 
cells. The present findings provide possible intracellular pathways responsible for 
regulating apoptosis through caspase-3 activation during glaucomatous degeneration via 
MAPK signal pathway. 
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INTRODUCCIÓN 
1. ANATOMÍA DEL OJO 
1.1 Estructura general del globo ocular. 
El globo ocular es una estructura sensorial casi esférica, formada por tres capas 
concéntricas: la capa externa (túnica fibrosa), la capa intermedia o úvea (túnica 
vascular) y la capa más interna (túnica nerviosa) (Figura 1). La capa externa está 
formada por la esclerótica recubierta de la conjuntiva, la córnea y la unión entre ambas, 
el limbo esclerocorneal. La córnea es la primera lente del sistema óptico ocular y se 
encarga de refractar los rayos luminosos hacia el cristalino. La capa intermedia o úvea 
está formada por dos estructuras, en la parte posterior se sitúa la coroides que nutre la 
retina más externa y evita la reflexión de los rayos luminosos hacia el exterior. En la 
parte anterior del globo ocular, se encuentra el iris y el cuerpo ciliar. El cuerpo ciliar 
está formado en su superficie interna por los denominados procesos ciliares, que 
segregan el humor acuoso. El cuerpo ciliar contiene el músculo ciliar, cuya función 
permite regular el grado de acomodación del cristalino, con el fin de poder enfocar 
sobre la retina los objetos cercanos. La capa más interna o retina es el elemento neural 
del globo ocular. Está formada por diversas capas neuronales cuyas prolongaciones 
constituyen las capas plexiformes. Su función consiste en transformar la luz en impulsos 
eléctricos, procesando y enviando la información visual desde el nervio óptico al 
cerebro (Fischbarg, 2005). 
 
Figura 1.  Estructura del globo ocular. Esquema representativo del globo ocular en el que se 
representan las diferentes estructuras que lo componen. Modificada de Sanderson (2014). 
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1.2 La Retina.  
La retina de los vertebrados se desarrolla a partir del ectodermo neural precursor 
embrionario de todo el sistema nervioso (SNC) (Kolb, 2003) . Es una delgada capa de 
tejido nervioso de aproximadamente 0.5 mm de grosor situada en la parte posterior del 
globo ocular y su función es convertir la energía luminosa en señales eléctricas que 
serán enviadas a través del nervio óptico (NO) al núcleo geniculado lateral (NGL) que 
proyecta a la corteza visual. La estructura de la retina se conoce muy bien y contiene 
una gran cantidad de tipos neuronales. En la retina de los mamíferos se distinguen 
alrededor de 50 tipos neuronales basados en su morfología, bioquímica y características 
funcionales (Masland, 2001) . 
1.2.1 Organización de la retina. 
La retina interna se encuentra en contacto con el cuerpo vítreo y su parte más 
externa limita con la coroides. A su vez, la retina se extiende desde la cabeza del nervio 
óptico hasta la ora serrata. La retina está constituida por diferentes tipos celulares 
interconectados (Ramon y Cajal, 1904). Todas ellos se encuentran organizados entre 
capas nucleares y capas plexiformes dónde se establecen conexiones sinápticas 
originando una estratificación de la retina en diferentes capas que pueden identificarse 
histológicamente: 
Epitelio pigmentado de la retina (EPR): La retina neural está en contacto con el 
epitelio pigmentado de la retina (EPR), desarrollado a partir de la misma capa de 
neuroepitelio. Es la capa más externa de la retina limitando con la membrana de Bruch 
de la coroides y, está formada por células epiteliales que contienen una elevada 
concentración de gránulos de melanina responsables de los fenómenos de absorción y 
reflexión de la luz en el interior del ojo. El EPR es esencial para el correcto desarrollo 
de la retina, promueve la supervivencia de los fotorreceptores y les proporciona la 
cantidad de nutrientes y oxígeno vitales y, está implicado en el  transporte selectivo de 
iones contribuyendo al equilibrio osmótico del medio extracelular de los segmentos 
externos de los fotorreceptores (SE). Entre otros, su papel es la fagocitosis de los 
segmentos externos de los fotorreceptores que desempeñan una función esencial para 
mantenimiento de la excitabilidad de los mismos (Strauss, 2005).  
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Capa de los segmentos de los fotorreceptores: se encuentra formada por los 
segmentos externos (SE) e internos (SI) de los fotorreceptores. 
Membrana limitante externa (MLE): La MLE se sitúa entre los núcleos y segmentos 
de los fotorreceptores y está formada por uniones entre los segmentos internos (SI) de 
fotorreceptores y las prolongaciones de las células de Müller (CM). 
Capa nuclear externa (CNE): constituida por los cuerpos celulares de los 
fotorreceptores: los conos y los bastones. 
Capa plexiforme externa (CPE): formada por los contactos sinápticos entre los axones 
de los fotorreceptores y las dendritas de células bipolares, prolongaciones de las células 
horizontales y células interplexiformes.  
Capa nuclear interna (CNI): se localizan los somas de las células bipolares (CB) para 
bastón y para conos. Además se encuentran los núcleos de las células horizontales (CH), 
células amacrinas (CA), las células interplexiformes (CIP) y las células de Müller (CM). 
Capa plexiforme interna (CPI): formada por los axones de las células bipolares que 
establecen contactos sinápticos con las dendritas de las células ganglionares y las 
prolongaciones de las células amacrinas y células interplexiformes.  
Capa de células ganglionares de la retina (CCGR): está constituida por las células 
ganglionares, las células amacrinas desplazadas y células gliales (astrocitos). 
Capa de fibras nerviosas de la retina (CFN): formada por los axones de las células 
ganglionares de la retina.  
 Membrana limitante interna (MLI): se localiza en la parte más vítrea de la retina y 
está formada por los terminales de las células de Müller.  
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Figura 2.  Localización y estructura de la retina. Imagen de microscopía confocal de una sección de 
retina; EP: Epitelio Pigmentado,  SE: Segmentos externos de los fotorreceptores, SI: Segmentos Internos 
de los fotorreceptores,   CNE: Capa Nuclear Externa,  CPE: Capa Plexiforme Externa,  CNI: Capa 
Nuclear Interna, CPI: Capa Plexiforme Interna, CCG: Capa de Células Ganglionares, CFNO: Capa de 
Fibras del Nervio Óptico. Esquema representativo de los tipos neuronales que constituyen las capas de la 
retina. Modificado de (Morgan, 2008). 
  
De la misma forma que en el resto de sistema nervioso central hay muchas 
células gliales en la retina. Los subtipos de células gliales identificadas en la retina de 
los mamíferos son las CM, de gran tamaño que se extiende a lo largo de toda la retina 
de manera radial aportando sustento a todas las neuronas de la retina. Además también 
existen otras poblaciones gliales como son los astrocitos, situados en la CGR rodeando 
a las fibras nerviosas y a los vasos sanguíneos (Ramirez y cols., 1996; Trivino y cols., 
1996) y las células de microglía, de naturaleza fagocítica y morfología variable. 
1.2.2 La transmisión de la información visual.  
La visión tiene lugar mediante la absorción de fotones por los pigmentos 
visuales de los segmentos externos de los fotorreceptores. A continuación, dichos 
pigmentos desencadenan una serie de mecanismos bioquímicos originando la cascada 
de fototransducción visual. De este modo, el circuito retiniano integra la información 
lumínica absorbida por los fotorreceptores, así como el procesamiento neural de toda la 
información visual que se codifica a nivel de las células ganglionares en frecuencias de 
potenciales de acción. 
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1.2.2.1 Los fotorreceptores: El proceso de fototransducción visual. 
 Los bastones son los responsables de la visión a baja iluminación, denominada 
visión escotópica y los conos de la visión diurna, visión en color o visión fotópica. La 
predominancia de estas células sensoriales depende de los diferentes hábitats donde se 
desarrollan los animales (Kolb, 2003) . Por otra parte, la distribución de los conos y los 
bastones no es uniforme a lo largo de la retina. La mácula se localiza en la retina central 
humana y está caracterizada por una gran concentración de fotorreceptores a diferencia 
de la retina periférica. Además el centro de la mácula, llamado fóvea, está constituido 
por sólo un tipo de fotorreceptor, los conos, responsables de la agudeza visual.  
Los conos y los bastones responden a la información lumínica transformándola 
en impulsos eléctricos por medio de un proceso bioquímico denominado 
fototransducción (Figura 3). En condiciones fotópicas, un fotón es absorbido 
produciendo un cambio conformacional y se activa la proteína G transduccina, que a su 
vez estimula a un enzima, la fosfodiesterasa (PDE), cuya acción disminuye los niveles 
de GMPc significativamente. Como resultado, ya no se pueden mantener abiertos los 
canales de Na
+
 activados por GMPc y dejan entrar iones Na
+
 produciendo un cambio en 
el potencial de membrana adquiriendo valores más negativos con respecto al potencial 
de membrana en reposo -70 mV de una neurona, es decir, se produce la 
hiperpolarización del fotorreceptor. La consecuencia directa del cambio de potencial de 
membrana es el cierre de los canales de Ca
2+
,
 
disminuyendo de esta manera, la 
liberación de glutamato.  
En condiciones escotópicas, la concentración de GMPc que se alcanza en el 
interior de los fotorreceptores es suficiente como para mantener abiertos los canales de 
Na
+
. Dado que la concentración de Na
+
 dentro del fotorreceptor es menor que fuera, se 
produce una entrada de Na
+
. Este influjo de iones genera una corriente de cargas 
positivas, denominada corriente de oscuridad que lleva al potencial a valores menos 
negativos (-30 mV), lo que se conoce como despolarización. La despolarización permite 
la apertura de canales de Ca
2+
 activados por voltaje  y la entrada de éstos permite la 
liberación por exocitosis del neurotransmisor.  
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Figura 3. Cascada de señalización del proceso de fototransducción en el segmento externo del 
fotorreceptor. (A) Condiciones fotópicas y (B) condiciones escotópicas. En condiciones fotópicas,  el 
cambio conformacional del 11-cis-retinal desencadena la activación de la cascada que conduce a la 
liberación de la fosfodiesterasa (PDE) produciendo la hidrólisis de GMPc a 5´GMP y la consecuente 
cerrada de los canales, llevando al fotorreceptor a una hiperpolarización y una disminución en la 
liberación del neurotransmisor, a diferencia de los que ocurre en condiciones de oscuridad. 
  
La obtención de la imagen visual se genera a través de la integración de un 
complejo sistema neuronal en el que se producen convergencias y divergencias 
sinápticas originando dos vías de conducción de la información: la vía centrípeta y la 
vía transversal.  Una vez que se ha producido la hiperpolarización o despolarización del 
fotorreceptor la información visual se transmite de la célula fotorreceptora a las CB para 
hacer sinapsis con las CGR, cuyos axones envían el mensaje visual al encéfalo. Esta 
comunicación neuronal recibe el nombre de vía principal o centrípeta de la 
información visual. 
En condiciones de oscuridad los fotorreceptores están despolarizados 
constantemente liberando glutamato. Sus efectos están mediados por receptores 
ionotrópicos de glutamato AMPA (Marc, 2004) presentes en las CB. La activación de 
estos receptores hiperpolariza estas células inhibiendo la propagación de los potenciales 
de acción a través del nervio óptico. 
Bajo condiciones fotópicas, los cambios eléctricos generados en los 
fotorreceptores durante el proceso de fototransducción origina el cese de liberación de 
glutamato. Las CB puede hiperpolarizarse (tipo OFF) o despolarizarse (tipo ON) 
estableciendo conexiones sinápticas con CG tipo ON y tipo OFF respectivamente a 
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través de la vía vertical visual, a su vez modulada, por la vía lateral visual (figura 5).  La 
información visual se transmite a través de las vías verticales ON y OFF dependiendo 
de si están despolarizadas o  no las CB por receptores metabotrópicos de glutamato tipo 
mGluR6 (ON), incluidas las CB de tipo OFF para bastón, o hiperpolarizadas por los 
receptores AMPA (OFF). La distinción ON-OFF también se establece a nivel de la capa 
de las células ganglionares de la retina. De esta manera, las CB tipo OFF excitan a CG 
tipo OFF, a excepción de las CB de bastón ON que no procesan la información visual 
directamente a las CG sino que es a través de las células amacrinas tipo AII (Kolb et al, 
2000). En presencia de un estímulo luminoso, la CG tipo ON se despolariza y genera 
potenciales de acción para procesar la imagen visual mientras que la de tipo OFF se 
hiperpolariza. 
 
 
Figura 4. Vía principal de la transmisión de la información visual. (A) Condiciones fotópicas y (B) 
condiciones escotópicas. Las CB se despolarizan-hiperpolarizan en función del receptor metabotrópico 
mgluR6 o de tipo AMPA clasificándose en CB (tipo ON) y CB (tipo OFF) que se activan por el 
glutamato liberado por los fotorreceptores, estableciendo conexiones con las respectivas CG tipo ON y 
OFF, respectivamente.  
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La modulación de la transmisión de la información visual se lleva a cabo a 
través de la sinergia entre la vía visual vertical y la vía paralela lateral. En la vía lateral 
o transversal de procesamiento de la información, las CH y las IP están involucradas 
en la inhibición de la transmisión de señales desde los fotorreceptores a CB a nivel de la 
CPE (figura 5). Las CA modulan las conexiones entre CB y CG en la CPI mediado por 
la liberación de glicina, GABA, dopamina, acetilcolina y mediante sinapsis eléctricas 
mediadas por las CA.  
Además de la distinción ON-OFF realizada, las CB y CG, poseen una 
organización centro-periferia antagónica generando los denominados campos 
receptores. Dependiendo de la extensión de las señales de excitación sobre las 
arborizaciones dendríticas de las CB o de las CG se establecen los campos receptores. 
Éstos se pueden clasificar en centros ON, con periferia inhibidora y centros OFF, con 
periferia excitadora,  generando o no potenciales de acción.  
 
 
Figura 5. Vía lateral de procesamiento de la información visual. Convergencia de transmisión de 
señales de los fotorreceptores a CB (tipo ON) con campo receptor centro ON conectando con CG (tipo 
ON) con campo receptor centro ON, y la consecuente generación de potenciales de acción.   
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1.2.2.2 Las células ganglionares: El procesamiento de la información visual. 
Tal y como se detallado anteriormente, las CGR son las últimas dentro de la vía 
vertical de señalización en la retina. Las células ganglionares se encargan de recoger 
toda información visual procesada en la retina y la envían a través de sus axones, que 
convergen formando el nervio óptico, desde la retina a los centros visuales del tálamo 
(cuerpo geniculado lateral), que son proyectados a la corteza visual. 
Una de las regiones visuales de proyección de las CGR en el ratón es el colículo 
superior, donde se localizan la inmensa mayoría de los axones de estas células (70-97%) 
(Hofbauer y Drager, 1985) y, en menor medida, el núcleo geniculado lateral dorsal del 
tálamo y el área pretectal. Aunque un alto porcentaje de las CGR envían información a 
los centros visuales del cerebro, sin embargo, existen otras que lo hacen a regiones no 
visuales, a través de las CGR denominadas fotorreceptoras fotosensibles (ipRGC) 
(Berson y cols., 2002; Hattar y cols., 2002; Berson, 2003; Hattar y cols., 2006; Berson y 
cols., 2010). En el ratón, estas células constituyen aproximadamente entre 1-3% de 
CGRs (Hattar y cols., 2002; Berson y cols., 2010; Gonzalez-Menendez y cols., 2010a; 
Gonzalez-Menendez y cols., 2010b), involucradas principalmente en la sincronización 
del ritmo circadiano con los ciclos luz-oscuridad (Hankins y cols., 2008; Gonzalez-
Menendez y cols., 2009), el reflejo pupilar, la supresión de la melatonina debida a 
estimulación lumínica (Freedman y cols., 1999; Lucas y cols., 2003), la supresión de la 
actividad motora (masking) (Mrosovsky y Hattar, 2003), y la regulación de las fases de 
sueño-vigilia (Panda y cols., 2003). En los últimos años se ha documentado la 
participación de estas células en otras funciones visuales como la discriminación del 
brillo (Brown y cols., 2012).  
Un método de identificación de CGR se basa en la aplicación de trazadores 
neuronales en el colículo superior. A partir de esta estructura, los trazadores se 
transportan de forma retrógrada por axones retinofugales de las CGR, acumulándose en 
somas y dendritas. Existen trazadores fluorescentes como el Fluorogold (FG) o su 
análogo, el metanosulfonato de hidroxistilbamidina (OHSt), que es una molécula 
pequeña con propiedades similares al FG (Cheunsuang y Morris, 2005), entre otros. 
Estos trazadores comienzan a detectarse en las CGRs a partir de los 2-3 días de su 
aplicación en el colículo superior y alcanzan sus valores máximos a los 5-6 días. El 
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marcaje neuronal se mantiene entre 3-4 semanas, momento tras el cual la señal 
fluorescente comienza a disminuir progresivamente (Selles-Navarro y cols., 1996; 
Gomez-Ramirez y cols., 1999) . También existen trazadores neuronales que se aplican a 
nivel del nervio óptico, donde se localizan todos los axones de las CGR (Vidal-Sanz y 
cols., 2012). De esta manera, se ha determinado que aproximadamente el 50% de los 
somas de la capa de CGR corresponden a CGR y resto de los somas de otras células 
desplazadas a esta capa (Pang y Wu, 2011). 
Marcadores neuronales de las CGR  
Entre los marcadores neuronales específicos para CGRs, se encuentra la proteína 
asociada a los microtúbulos 1A (microtubule-associated protein 1A; MAP1A) 
(McKerracher y cols., 1989), γ-synuclein (Soto y cols., 2008; Surgucheva y cols., 
2008), Bex1/2 (Bernstein y cols., 2006), Thy-1 (Barnstable y Drager, 1984; Casson y 
cols., 2004; Chidlow y cols., 2005), NeuN (Buckingham y cols., 2008) y factores de 
transcripción con dominio POU clase IV (Pou4f) o Brn3b (Quina y cols., 2005; 
Weishaupt y cols., 2005; Nadal-Nicolas y cols., 2009). 
Entre las más empleadas, se encuentra el Thy1 que es una proteína de superficie 
celular que se expresa en las CGR de la retina de roedores (Barnstable y Drager, 1984; 
Perry y cols., 1984), aunque se encuentra también en las células de Müller in vitro 
(Schlamp y cols., 2001), y característicamente desciende su expresión en presencia de 
daño neuronal.  
El Brn3a es un factor de transcripción de la familia de dominios POU que se 
expresa en las neuronas sensoriales y, desempeñan una importante función a  nivel de 
desarrollo, diferenciación y supervivencia de las mismas. En el ratón adulto, los factores 
de transcripción Brn3 se expresan únicamente en las CGR (Xiang y cols., 1993; Xiang y 
cols., 1995; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011; Galindo-
Romero y cols., 2013b). 
La detección de los neurofilamentos (NFs) se ha utilizado ampliamente como 
marcador de CGR. Los NFs son las proteínas fundamentales del citoesqueleto de las 
neuronas maduras y son responsables de mantener la conducción de la señal nerviosa. 
Están formados por tres subunidades, las altas (H), medias (M) y bajas (L) en función 
del peso molecular. Los NFs son muy abundantes a nivel de los axones y en ellos se 
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localizan de manera dispersa o formando haces (Wuerker y Kirkpatrick, 1972) 
dispuestos paralelos ininterrumpidamente al eje del axón, aunque se hacen discontinuos 
a nivel de los nodos de Ranvier (Tsukita y cols., 1981). 
En situaciones no patológicas, las proteínas de los NFs muestran una 
distribución variable de las isoformas fosforiladas y no fosforiladas a nivel celular. Las 
isoformas no fosforiladas se observan predominantemente en el soma, las dendritas 
primarias y la región del axón más proximal de las neuronas. Sin embargo, los NFs 
experimentan un cambio en la fosforilación de los NFs cuando la proteína se transporta 
desde el soma hasta el axón (Nixon y Lewis, 1986) originando que las isoformas 
fosforiladas estén presentes principalmente en los axones (Sternberger y cols., 1985). 
 Sin embargo, ante diversas situaciones anómalas, los NFs sufren 
modificaciones, siendo uno de los más habituales la fosforilación. La fosforilación, en 
particular la de los NFs-H, se ha asociado a una disminución de la velocidad de 
transporte axonal (Jung y Shea, 1999; Perrot y cols., 2008). Además, se ha demostrado 
la distribución anormal de los NFs (H) fosforilados en los somas celulares y en las 
dendritas proximales de las CRGs (Drager y Hofbauer, 1984; Vidal-Sanz y cols., 1987; 
Villegas-Perez y cols., 1988; Balkema y Drager, 1990; Silveira y cols., 1994; Dieterich 
y cols., 2002; Soto y cols., 2008; Soto y cols., 2011) en enfermedades 
neurodegenerativas y otras lesiones neuronales (Dieterich y cols., 2002; Buckingham y 
cols., 2008; Soto y cols., 2008; Soto y cols., 2011).  
 También se ha observado una disminución en los niveles de ARNm de los NFs 
tras diferentes tipos de lesiones retinianas tales como la axotomía del nervio óptico, la 
isquemia o la excitotoxicidad (McKerracher y cols., 1990; Hoffman y cols., 1993; 
Chidlow y cols., 2005; Agudo y cols., 2008) lo cual podría asociarse a un deterioro 
celular progresivo. 
Los anticuerpos que detectan los NFs fosforilados de alto peso molecular, el NF-
200 y el RT97, son marcadores indirectos específicos de CGR supervivientes pero 
dañadas (Vidal-Sanz y cols., 1987; Villegas-Perez y cols., 1988; Villegas-Perez y cols., 
1996; Villegas-Perez y cols., 1998; Parrilla-Reverter y cols., 2009a), ya que no marcan 
las células amacrinas desplazadas a la capa de CGR (Drager y Hofbauer, 1984; Kong y 
Cho, 1999).  
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2. ELECTRORRETINOGRAMA DE CAMPO COMPLETO  
El electrorretinograma (ERG) es el registro integrado de los cambios de 
potencial eléctrico en la retina tras un estímulo luminoso. La respuesta obtenida es la 
actividad eléctrica global producida por el movimiento de iones en las distintas células 
de la retina. El movimiento iónico se debe fundamentalmente al potasio (K
+
) y al sodio 
(Na
+
), producido por la apertura y cierre de canales. Cabe señalar que el ERG de campo 
completo aporta información sobre la funcionalidad de la retina valorando la función 
general de bastones y conos pero no puede detectar adecuadamente una disfunción local 
ni proporciona una información topográfica de los déficits retinianos. En estos casos, 
son útiles otro tipo de registros como son ERG patrón (pERG) y ERG multifocal 
(mERG) (Lam, 2005), cuyo origen reside en las capas más internas de la retina, 
principalmente de las CG, y de diferentes áreas precisas de la retina, respectivamente.  
2.1  Orígenes de las respuestas electrorretinográficas. 
La representación gráfica de un ERG consiste en una serie de deflexiones 
positivas y negativas, resultantes de la activación de distintos tipos celulares en la retina. 
Se denominó con la letra a a la deflexión negativa inicial, con la letra b señalaron el 
siguiente potencial positivo y finalmente como onda c, un último y prolongado 
componente positivo. La onda a es producida por efecto de la hiperpolarización del 
fotorreceptor en condiciones lumínicas. El potencial de membrana originado por la 
disminución en la concentración de GMPc y el concomitante cierre de los canales de 
Na
+
 se refleja funcionalmente como una disminución del potencial.  
La onda b se origina en condiciones ínfimas de luz en la que la respuesta 
eléctrica es debida a los bastones y amplificada por las células bipolares despolarizantes 
(ON) (Frishman, 2006).  
Coexiste otra posible hipótesis sobre la generación de onda b asociado a la 
participación de las células de Müller (CM). Al ser activadas las CB por parte de las 
células fotorreceptoras, las CB (tipo ON) liberan gran cantidad de K
+
 al medio 
extracelular siendo éste recapturado por las CM para restablecer las condiciones 
fisiológicas del medio extracelular generándose una corriente transretiniana a lo largo 
de las CM originando la correspondiente deflexión positiva (Miller y Dowling, 1970).  
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2.2 Respuestas estándar en el ERG y origen fisiológico. 
Un ERG estándar comprende cinco respuestas electrorretinográficas establecidas 
según la Sociedad Internacional de Electrofisiología Clínica de la Visión (del inglés 
ISCEV) atendiendo a las condiciones lumínicas en las que son obtenidas las respuestas. 
En condiciones de adaptación a la oscuridad, escotópicas, se obtiene la 
respuesta de bastones originando la correspondiente onda b. Sin embargo, la onda a 
no es perceptible por la baja intensidad de los estímulos luminosos para que las 
respuestas hiperpolarizantes de los bastones sean detectadas. La respuesta escotópica a 
intensidades de luz mayores da lugar a la obtención de la onda a y la onda b, es la 
denominada respuesta mixta. La onda a es originada por la hiperpolarización de los 
fotorreceptores y la onda b se debe a la actividad de las CB tipo ON (despolarizantes) 
causando, al mismo tiempo, la despolarización de las células de Müller (CM).  
En condiciones fotópicas, las respuesta es debida a los conos, originándose 
inicialmente una deflexión negativa producida por la fototransducción de los conos y la 
posterior contribución de la actividad postsináptica de los mismos. La onda a está 
influenciada por esa actividad de la retina interna incluyendo la hiperpolarización de CB 
tipo OFF. Por otro lado, la onda b vuelve a deberse a las despolarizaciones de las CB 
(tipo ON) de la retina interna, siendo también afectada por las actividades de bipolares 
OFF hiperpolarizantes y de las células horizontales. Es decir, la respuesta se obtiene por 
la vía de señalización de los conos. 
En las condiciones fotópicas también es posible generar una respuesta 
consistente en varias ondas b. Es también una respuesta de conos con un estímulo 
repetido con una frecuencia de entre 20 y 50 Hz. En este caso la contribución directa de 
los conos es muy pequeña. Esta respuesta, conocida como flicker, está constituida por 
componentes On y Off, que se van contrarrestando. 
Bajo condiciones escotópicas y fotópicas también puede registrarse una serie de 
deflexiones positivas y negativas, de curso temporal rápido y que se obtienen al filtrar 
eléctricamente componentes de baja frecuencia en el registro, son los denominados 
potenciales oscilatorios (PO). Esta respuesta se debe a la actividad conjunta de conos y 
bastones originándose entre 3 y 6 ondas denominadas PO: OP1-OP6. Como origen de 
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los PO se ha propuesto la actividad de circuitos inhibitorios retroalimentados en la CPI 
probablemente originados por las CA y  las CG, aunque no está bien establecido y es 
motivo de controversia entre diferentes autores (Wachtmeister, 1998; de la Villa, 2004; 
Lam, 2005).  
 En cada registro, debe medirse la amplitud máxima de cada onda y el tiempo 
implícito, es decir, el tiempo en el que transcurre desde la aplicación del estímulo 
luminoso hasta el pico máximo para cada onda analizada (valor mínimo de la onda a o 
máximo en la onda b (Marmor y cols., 2004; Lam, 2005).  
2.3 Respuesta escotópica umbral (STR) 
Los posibles registros electrorretinográficos comentados anteriormente engloban 
las respuestas ISCEV. En condiciones escotópicas es posible registrar la denominada 
respuesta escotópica umbral (STR: scotopic threshold response). Disminuyendo las 
intensidades lumínicas en condiciones escotópicas se puede detectar una deflexión 
positiva, onda b, precedida por una onda negativa a, tratándose de la parte más sensible 
de detección del ERG (Saszik y cols., 2002; Frishman, 2006).  
El origen de esta respuesta corresponde a la participación de células 
ganglionares y a la contribución de las células amacrinas desplazadas. 
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Figura 6. Respuestas representativas de los cinco registros electrorretinográficos y de la respuesta 
STR en condiciones fisiológicas. Representación de los registros. Onda a (a); onda b (b) y onda b 
fotópica (bf).  
 
3. GLAUCOMA 
El glaucoma es una de las causas más importantes de ceguera en el mundo, se 
estima que 4.5 millones de personas en el mundo sufren pérdida visual irreversible 
debido al glaucoma, constituyendo el 12.3% de la ceguera global (OMS, 2004) y afecta 
a aproximadamente 60 millones de personas en el mundo (Quigley y Broman, 2006).  
Esta neuropatía se caracteriza por la degeneración de células ganglionares de la 
retina (CGR) y pérdida axonal. Aun así, los mecanismos que originan el desarrollo del 
glaucoma no están claros. Además de toda la información acerca de esta patología, muy 
a menudo el glaucoma va asociado a la elevación anormal de presión intraocular (PIO). 
Esta es la principal razón por la que la mayor parte de los tratamientos van dirigidos 
hacia el descenso de la presión intraocular para proteger las CGR (Schuettauf y cols., 
2002). 
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A pesar de esto, el glaucoma es una enfermedad cuya fisiopatología es 
multifactorial. Además de la presión intraocular, la desregulación vascular y procesos 
de inflamación contribuyen a la lesión inicial en  los axones de CGR en la lámina 
cribosa, alterando la microcirculación del nervio óptico. Los factores que dan lugar a un 
daño secundario incluyen la excitotoxicidad provocada por glutamato o glicina liberada 
de las neuronas lesionadas y, el daño oxidativo causado por un exceso de producción de 
óxido nítrico (NO) y otras especies reactivas de oxígeno. Como resultado de la 
interacción de múltiples factores, se produce una disfunción y posterior muerte de CGR 
que conducen a una pérdida visual irreversible (Kaushik y cols., 2003).  
3.1 Mecanismos moleculares implicados en la degeneración glaucomatosa.  
Los mecanismos moleculares que originan la degeneración de las CGR son el 
resultado de la interacción entre un daño axonal primario, pérdida de factores tróficos, 
isquemia, estrés oxidativo, disfunción mitocondrial, excitotoxicidad, plegamiento 
anómalo de las proteínas y componentes inflamatorios e inmunes (Agudo-Barriuso, 
2011; Almasieh y cols., 2012). A continuación, se detallarán algunos de los elementos 
que contribuyen a la fisiopatología del glaucoma. 
La elevación de la presión intraocular 
La elevación de la PIO origina deformaciones mecánicas en los tejidos oculares 
y, cuando los niveles de estrés exceden la tolerancia fisiológica se producen 
remodelaciones para regular el entorno homeostático  (Downs, 2011; Grytz y cols., 
2011). Se ha observado en ojos glaucomatosos, alteraciones en los componentes de la 
matriz extracelular (MEC) en respuesta a la elevación de la PIO, siendo ésta la que 
facilita la supervivencia y la interconexión celular en el tejido (Werb, 1997). La 
remodelación de la MEC incluye cambios en el colágeno tipo I, IV y V, en el factor de 
crecimiento transformante  β2 (TGF- β2), y de las metaloproteinasas de matriz (MMP-
9), enzimas de degradación de la MEC (Johnson y cols., 1996; Pena y cols., 1999; 
Cordeiro, 2002). La exposición a un incremento de la PIO induce un aumento de la 
secreción de MMP-9 y, la concomitante pérdida de laminina, componente de gran 
importancia en la MEC, desencadenando un proceso de muerte celular por apoptosis de 
las CGR (Grossmann, 2002; Zhang y cols., 2004; Guo y cols., 2005). Este aumento de 
MMP-9 parece estar relacionado con el aumento de los receptores de glutamato en las 
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células de la retina durante la progresión de la patología glaucomatosa (Yan y cols., 
2000). Por otro lado, otros trabajos muestran como la activación de astrocitos durante el 
incremento de la PIO podría ser fuente importante de MMP-9 (Agapova y cols., 2001).  
Además, estas alteraciones de la MEC y del propio daño mecánico originado en 
los axones en la región del nervio óptico pueden contribuir a la disfunción mitocondrial 
generando una deficiencia en el transporte axonal retrógrado de factores neurotróficos 
(Quigley, 1999; Crish y cols., 2013) y desencadenando la muerte de CGR por apoptosis 
(Nickells, 1996). También se ha observado un incremento del TNF-α originado por la 
hipertensión ocular (Nakazawa y cols., 2006). Esta molécula parece contribuir a la 
neurodegeneración glaucomatosa de dos posibles formas; una dañando directamente los 
axones de las CGRs que tienen receptores para el TNF-α (Tezel y cols., 2001; Yuan y 
Neufeld, 2001) y la otra, induciendo la producción de NOS-2 en los astrocitos (Yuan y 
Neufeld, 2000) que indirectamente dañará las CGRs. 
Insuficiencia vascular: Procesos isquémicos 
Como se ha comentado anteriormente, la elevación de la PIO es un factor crucial 
en la patología glaucomatosa a pesar de que su disminución no garantiza la detención de 
la degeneración retiniana (Chauhan y Drance, 1992; Rossetti y cols., 1993; Tezel, 
2011). Además, la pérdida progresiva del campo visual en pacientes normotensos indica 
que otros factores contribuyen activamente desde el inicio de la neuropatía a la muerte 
celular de las CGR por apoptosis (Caprioli y Spaeth, 1985; Agarwal y cols., 2009).  
Existe una alta prevalencia entre la enfermedad glaucomatosa y pacientes con 
migraña, lo que sugiere que el daño de las CGR podría ser originado como 
consecuencia de una neuropatía óptica isquémica (Gass y cols., 1997; Wang y cols., 
1997; O'Brien y Butt, 1999; Cursiefen y cols., 2000; Boland y Quigley, 2007). En 
pacientes con glaucoma, se han detectado elevadas concentraciones de un 
vasoconstrictor, la endotelina (ET-1) (Cellini y cols., 1997; Noske y cols., 1997; Tezel y 
cols., 1997; Hollo y cols., 1998; Emre y cols., 2005) y de la MMP-9 (Golubnitschaja-
Labudova y cols., 2000) en humor acuoso y plasma. Por otro lado, también se considera 
un importante factor de riesgo para el glaucoma, la disminución progresiva de la 
perfusión cerebral y ocular (Martinez y Sanchez, 2005; Siesky, 2012; Martínez, 2013).  
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Excitotoxicidad inducida por glutamato  
La muerte celular apoptótica de las CGR también se ha atribuido a la toxicidad 
inducida por glutamato, principal neurotransmisor excitatorio de la retina. Los astrocitos 
y las células de Müller se encargan de recapturar el exceso de glutamato para 
transformarlo en glutamina, por lo que una posible alteración en este mecanismo podría 
originar un aumento del neurotransmisor (Naskar y cols., 2000; Moreno y cols., 2005; 
Sullivan y cols., 2006) así como también una liberación masiva del mismo tras la 
muerte de CGR (Dreyer y cols., 1996; Dkhissi y cols., 1999). Como consecuencia de la 
acumulación del NT, se produce una sobreactivación de los receptores de glutamato, 
principalmente los ionotrópicos N-metil-Daspartato (NMDA) que va a provocar un 
significativo incremento de los niveles de calcio intracelular originando la muerte 
neuronal.  
Estrés oxidativo 
En condiciones fisiológicas el óxido nítrico (NO) desempeña un papel 
importante y beneficioso, sin embargo, el exceso de producción de NO se ha asociado 
con diferentes enfermedades oculares, incluyendo el glaucoma donde la desregulación 
vascular o la isquemia pueden favorecer la generación de radicales libres (Flammer y 
cols., 1999; Chen y Kadlubar, 2003). En situaciones de estrés oxidativo las funciones 
endoteliales están alteradas, especialmente la producción de NO y de endotelina-1 
(Tamm y cols., 1996; Wiederholt, 1998).  
En los pacientes glaucomatosos se ha descrito un aumento de la enzima que 
sintetiza el NO, la óxido nítrico sintasa (NOS) localizada en astrocitos y microglia 
reactiva (Liu y Neufeld, 2000; Wax y Tezel, 2002; Agarwal y cols., 2009). El exceso de 
NO puede alcanzar a los axones de las CGR formándose radicales muy reactivos 
induciendo la apoptosis de las mismas (Neufeld, 1999b; Flammer y Mozaffarieh, 2007). 
Asi como puede inducir la elevación de la liberación de glutamato.  
Además se ha asociado con el incremento de NO, alteraciones en los niveles de 
ET-1 en pacientes glaucomatosos observándose niveles elevados de éste péptido 
(Okuno y cols., 2003) así como con otras alteraciones de la MEC (Rao y cols., 2008) o 
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del transporte axonal (Hollander y cols., 1995; Stokely y cols., 2002)  o astrogliosis 
(Prasanna y cols., 2002; Prasanna y cols., 2005; Rigosi y cols., 2010).  
Inflamación y componentes autoinmunes  
Además del daño mecánico y/o isquémico asociado a la neuropatía óptica 
glaucomatosa, ciertas respuestas inflamatorias mediadas por el sistema inmune, pueden 
estar relacionadas con la patogénesis del glaucoma (Tezel, 2013).  
Las reacciones inflamatorias de tipo autoinmune parecen ser originadas por 
anomalías en el control de las respuestas inmunes observadas en el glaucoma. Se ha 
detectado una mayor prevalencia de gammapatía monoclonal en los pacientes 
glaucomatosos (Hammam y cols., 2008; Gramlich y cols., 2013; Pinazo-Duran y cols., 
2013). Se ha observado un aumento de auto-anticuerpos en el suero (Tezel y cols., 
1998; Tezel y cols., 1999; Maruyama y cols., 2000; Yang y cols., 2001b; Joachim y 
cols., 2008; Reichelt y cols., 2008; Dervan y cols., 2010) y en el humor acuoso de estos 
pacientes (Joachim y cols., 2007b) dirigidos contra algunos glicosaminoglicanos de la 
cabeza del nervio óptico (Tezel y cols., 1999) y una amplia variedad de antígenos 
retinianos como la  glutatión S-transferasa  (Yang y cols., 2001b; Kokotas y cols., 
2012), la fosfatidilserina (Kremmer y cols., 2001), las proteínas de shock térmico (HSP) 
(Tezel y cols., 1998; Wax y cols., 1998; Tezel y Wax, 2004; Kokotas y cols., 2012) y 
las α-cristalinas (Tezel y cols., 1998; Wax y cols., 1998; Huang y cols., 2007; Joachim y 
cols., 2007a; Joachim y cols., 2007b). Estas proteínas protegen a las neuronas del daño 
oxidativo (Wax y cols., 1998) y de estímulos apoptóticos (Tezel y cols., 1999; Tezel y 
Wax, 2000b) y, se encargan de estabilizar el citoesqueleto celular y promover la 
reparación del tejido (Wax y Tezel, 2009). Sin embargo, estas proteínas son muy 
antigénicas, lo cual puede ser consecuente con una respuesta autoinmune en multitud de 
patologías (Young, 1992). Se ha visto que los altos niveles de auto-anticuerpos 
presentes en los pacientes glaucomatosos se correlacionan con la apoptosis de las CGRs 
(Tezel y cols., 1998; Tezel y Wax, 2000b; Wax y Tezel, 2009). 
Las células gliales son capaces de activarse, ante cualquier tipo de daño para 
garantizar el correcto funcionamiento del sistema inmune del que consta el tejido 
nervioso (Tezel y cols., 2007). Se sabe que una activación crónica de estas células es un 
indicador claro de que están teniendo lugar procesos neuroinflamatorios, bien de tipo 
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innato o adquirido (Tezel y Fourth, 2009). La ausencia de señales de inhibición glial 
procedente de las neuronas y un ambiente rico en sustancias proinflamatorias, parecen 
ser factores claves en la activación de las células gliales de la retina y del nervio óptico 
que se observan tanto en la patología humana (Hernandez y Pena, 1997; Neufeld, 
1999a; Wang y cols., 2002; Tezel y cols., 2003; Tezel, 2013), como en los modelos de 
glaucoma experimentales (Tanihara y cols., 1997; Wang y cols., 2000; Naskar y cols., 
2002; Lam y cols., 2003; Woldemussie y cols., 2004; Ju y cols., 2006; Inman y Horner, 
2007; Ramirez y cols., 2010). Una activación glial temprana, moderada y transitoria se 
ha correlacionado con una respuesta inmune de carácter neuroprotectora. Sin embargo, 
la activación crónica de estas células induce la secreción de ciertas sustancias 
proinflamatorias, siendo la principal fuente de TNF-α, IL-1 (Tezel y Wax, 2000a; Yan y 
cols., 2000; Yuan y Neufeld, 2000; Tezel y cols., 2001; Sappington y Calkins, 2008; 
Boehm y cols., 2011; Yang y cols., 2011) y NO (Neufeld y cols., 1997; Liu y Neufeld, 
2000; Morgan, 2000). También son capaces de aumentar la secreción de sustancias que 
pueden alterar la estructura de la MEC, entre ellas, las MMPs (Yan y cols., 2000; 
Agapova y cols., 2001), resultando todo ello en cambios en el tejido que pueden 
exacerbar el curso de la patología.  
Esta reactivación glial en el glaucoma se correlaciona también con un aumento 
de la expresión de otros factores ligados al sistema inmune, entre ellos diferentes 
componentes del complemento (Kuehn y cols., 2006; Stasi y cols., 2006; Tezel y cols., 
2010; Gramlich y cols., 2013), los TLRs (Luo y cols., 2010) y el MHC-II (Yang y cols., 
2001c; Ebneter y cols., 2010). 
Estudios recientes han detectado alteraciones en los niveles de IL-6 y IL-1β en el 
nervio óptico de ratones DBA/2J mostrando una desregulación en la señalización de 
citoquinas (Wilson y cols., 2015).  Así como, un aumento en la IL-18 en estructuras de 
la cámara anterior, como los procesos ciliares, cuerpo ciliar y el humor acuoso en 
ratones DBA/2J jóvenes (Zhou y cols., 2005).  
 De igual manera a lo que ocurre en otras enfermedades autoinmunes, en los 
pacientes con glaucoma se ha detectado una alteración sérica de las poblaciones de 
linfocitos T, y del receptor de la IL-2 (Yang y cols., 2001a) lo que sugiere que existe 
una respuesta inmune aberrante en esta neuropatía óptica (Huang y cols., 2010). Debido 
 
 
33 
  
                Introducción 
a la alteración de la barrera hematorretiniana que se observa en los pacientes 
glaucomatosos, las células T podrían acceder a la retina (Tezel y Wax, 2004; Grieshaber 
y Flammer, 2007). Una entrada de estas células podría estar en relación con ciertos 
mecanismos neuroprotectores, como la eliminación de los auto-antígenos y las células 
dañadas del tejido. Sin embargo, la presentación de antígenos y la presencia de 
linfocitos de manera prolongada podrían inducir la entrada de nuevos linfocitos desde el 
torrente sanguíneo, los cuales pueden liberar citoquinas proinflamatorias que 
prolongarán la respuesta inmune (Rieck, 2013).  
Hasta el momento, la mayor parte de los estudios han coincidido en que el 
glaucoma es una patología que no se caracteriza por una infiltración masiva de células T 
ni en la retina ni en el nervio óptico (Tezel, 2013). A pesar de ello, no se puede 
descartar la participación de los linfocitos T en la fisiopatología del glaucoma y el daño 
ocasionado en las células de la retina y del nervio óptico (Tezel, 2008). 
 
Figura 7. Principales factores implicados en la patogenia del glaucoma. Algunos dibujos han sido 
modificados de (London y cols., 2013).  
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La pérdida neuronal por apoptosis 
El desencadenante principal de la lesión neuronal que origina la pérdida de los 
axones de las células ganglionares no se conoce, pero tal y como se ha comentado 
anteriormente, se ha demostrado que la muerte de la mismas se produce mediante un 
proceso apoptótico en pacientes y en modelos experimentales de glaucoma (Quigley y 
cols., 1995; Pease y cols., 2000; Almasieh y cols., 2012).  
La activación de las caspasas transcurre por varias rutas. La vía extrínseca 
implica la interacción de ligandos específicos a los receptores de muerte (TNFR) para 
inducir la muerte celular. Uno de estos ligandos, el factor de necrosis tumoral alfa 
(TNF-α) se sobreexpresa en pacientes glaucomatosos y en modelos animales de 
hipertensión ocular (Tezel, 2008). La vía intrínseca (o mitocondrial), se activa por la 
supresión de señales de supervivencia, por la liberación de especies reactivas de 
oxígeno, es decir por estrés oxidativo (Tezel, 2006), y/o por fallo del metabolismo 
básico de las CGRs, bloqueo de la traducción de proteínas y de la generación de 
energía. Esta vía está regulada por moléculas pro-apoptóticas liberadas en la 
mitocondria y 3) la vía de estrés de retículo endoplásmático (Doh y cols., 2010).   
Se ha encontrado como la aplicación intraocular de varios inhibidores de caspasas han 
disminuido la muerte de las CGRs en un modelo de axotomía en rata (Kermer y cols., 
1998).  
3.2 Modelos experimentales de glaucoma en roedor. 
La generación de modelos animales o experimentales ha supuesto un gran 
avance en el conocimiento de los mecanismos involucrados en las enfermedades 
neurodegenerativas, así como en la identificación de dianas terapéuticas.  
Se conocen gran variedad de modelos inducidos de glaucoma que intentan 
mimetizar alguno de los mecanismos patológicos, que pueden estar contribuyendo al 
daño glaucomatoso tales como la degeneración de las células ganglionares de la retina 
(CGR) o el aumento de PIO mediante técnicas experimentales, dando lugar a la pérdida 
de la función visual. 
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Entre los modelos de inducción de hipertensión ocular, cabe destacar la 
fotocoagulación de la vena epiescleral (Mabuchi y cols., 2003) y perilimbar, esclerosis 
de la vena epiescleral por inyección de solución hipertónica (Morrison y cols., 1997). La 
fotocoagulación láser de las vías de drenaje de humor acuoso, malla trabecular, venas 
perilimbares y epiesclerales en rata (WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y 
cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz y cols., 2012) y ratón (Aihara y 
cols., 2003; Grozdanic y cols., 2003; Salinas-Navarro y cols., 2009c; Gallego y cols., 
2012; Rojas y cols., 2014) y, la cauterización de las venas epiesclerales (Shareef y cols., 
1995) que originan una pérdida progresiva de las CGR. Otras técnicas se han basado en 
la inyección en cámara anterior de sustancias capaces de bloquear las vías de drenaje del 
humor acuoso. La administración intracamerular periódica (semanalmente) de ácido 
hialurónico (Moreno y cols., 2005), la inyección de microesferas de látex con o sin 
suplemento de hidroxipropilmetilcelulosa (Urcola y cols., 2006; Sappington y cols., 
2010), producen un bloqueo a nivel de malla trabecular. Así como la administración 
sistémica de antígeno-S en adyuvante completo de Freund simula un modelo de 
glaucoma uveítico (Mermoud y cols., 1994). 
Por otro lado, están los modelos que inducen el daño específico de las CGR sin 
alterar la PIO. Esto se consigue mediante la generación de daño mecánico en el nervio 
óptico (Vidal-Sanz y cols., 1987; Villegas-Perez y cols., 1988; Vidal-Sanz y cols., 1991; 
Villegas-Perez y cols., 1993; Peinado-Ramon y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2000; 
Nadal-Nicolas y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 
2009a; Salinas-Navarro y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols., 2010; Galindo-Romero 
y cols., 2013a), la inyección intraocular de agentes tóxicos como glutamato o el ácido 
N-metil-D-aspártico (NMDA, N-Methyl-D-aspartate) en ratón (Li y cols., 1999; Li y 
cols., 2002) como en rata (Siliprandi y cols., 1992; Morizane y cols., 1997; Lam y cols., 
1999; Osborne y cols., 1999; Honjo y cols., 2000; Mizuno y cols., 2001) o la inducción 
de isquemia transitoria  (Selles-Navarro y cols., 1996; Lafuente Lopez-Herrera y cols., 
2002). Estos modelos no representan el desarrollo glaucomatoso en humano pero 
permiten estudiar los mecanismos moleculares de muerte de CGR y su posible 
neuroprotección.  
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3.3 El modelo animal DBA/2J. 
Además de los modelos de glaucoma basados en el aumento de la hipertensión 
ocular y los orientados a la muerte selectiva de las células ganglionares, se conocen 
modelos genéticos que mimetizan características inherentes a la progresión 
glaucomatosa. Dentro de los numerosos modelos genéticos, se incluyen los ratones 
deficientes para los transportadores de glutamato GLAST o EAAC1 (Harada y cols., 
2007; Johnson y Tomarev, 2010) así como el ratón transgénico que expresa el gen 
optineurina mutado (E50K) bajo el promotor de actina (Johnson y Morrison, 2009) que 
cursan un glaucoma normotenso, a diferencia del ratón Foxc1
+/-
y  Foxc2
+/-
 (Smith y 
cols., 2000) que generan un aumento de PIO.  
Dentro de los modelos genéticos con aumento de la hipertensión ocular se 
encuentra la cepa de ratón DBA/2J, que desarrolla espontáneamente un glaucoma de 
tipo pseudoexfoliativo (Anderson y cols., 2002) y que se caracterizará a lo largo de esta 
Tesis Doctoral. El progreso de la enfermedad en el ratón DBA/2J ocurre como 
consecuencia de los cambios producidos en cámara anterior. Estos ratones desarrollan 
glaucoma debido a la dispersión del pigmento del iris (IPD) y la atrofia del estroma del 
iris (ISA) causado por las mutaciones en los genes Gpnmb y Tyrp1 (John y cols., 1998; 
Libby y cols., 2005; Howell y cols., 2007) . 
La acumulación del pigmento en la malla trabecular causa su obstrucción y la 
disminución del flujo del humor acuoso, originando un aumento en la PIO en los 
ratones DBA/2J. Los valores de PIO aumentan moderadamente entre 2 y 6 meses y hay 
un aumento significativo de los mismos entre los 8 y 12 meses (Saleh y cols., 2007; 
Harazny y cols., 2009) alcanzando su valor máximo entre 10 y 11 meses (Scholz y cols., 
2008). Esta variabilidad es una importante característica del modelo animal y de la 
propia evolución de la patología así como de la muerte de CGR (McKinnon y cols., 
2009). 
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Figura 8. Evolución de IPD e ISA en función del tiempo en el animal glaucomatoso DBA/2J (A-B, 
D-E). (C-F) Secciones de retina de DBA/2J teñidas con hematoxilina-eosina mostrando el 
adelgazamiento de la retina central de un ratón DBA/2J (C) y la excavación del NO (F). Modificado de 
Anderson, 2006. 
Los cambios en la PIO están correlacionados con la muerte de CGR y el déficit 
del transporte axonal (Danias y cols., 2003; Schuettauf y cols., 2004; Libby y cols., 
2005; Schlamp y cols., 2006; Buckingham y cols., 2008; Crish y cols., 2010). Hay 
también una vulnerabilidad metabólica debida al daño mitocondrial (Buckingham y 
cols., 2008) que causa una importante disfunción en la retina interna (Ju y cols., 2009). 
La muerte de CGR durante el desarrollo de este glaucoma pigmentario involucra 
diferentes mecanismos. Existe una gran controversia entre los procesos de apoptosis 
(Jakobs y cols., 2005; Zhou y cols., 2005) y necrosis (Schuettauf y cols., 2004). Además 
de la muerte de CGR se trata de una muerte sectorial a lo largo de toda la retina 
(Schlamp y cols., 2006). 
Además de los cambios morfológicos observados en la retina interna, se han 
investigado las implicaciones funcionales de estos cambios en la degeneración retiniana. 
La actividad eléctrica ha sido evaluada por medio de pERG mostrando un descenso 
significativo de la actividad (Porciatti y cols., 2007) junto con un aumento en la PIO 
(Saleh y cols., 2007; Harazny y cols., 2009). Los análisis de ERG muestran importantes 
reducciones de la amplitud de respuesta de algunos tipos celulares en ratones DBA/2J 
de avanzada edad (Nagaraju y cols., 2007; Heiduschka y cols., 2010), indicando el daño 
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en la retina más externa. Además el estudio muestra un importante descenso en la pERG 
en animales DBA/2J (Nagaraju y cols., 2007).  
3.4 Glaucoma y enfermedad de Alzheimer. 
A lo largo de esta Introducción, se han descrito brevemente algunos de los 
mecanismos principales que contribuyen al inicio de la cascada apoptótica en el 
glaucoma. Uno de estos factores es el plegamiento anómalo de proteínas. 
Los depósitos de β-amiloide son una característica distintiva de varias 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Pepys, 2006) y la 
enfermedad de Parkinson (Attems y Jellinger, 2006; Verwey y cols., 2008; Villemagne 
y cols., 2008). Así como también, se ha detectado en patologías oculares tales como la 
degeneración macular (Johnson y cols., 2002) y el glaucoma (McKinnon y cols., 2002; 
Yoneda y cols., 2005; Goldblum y cols., 2007; Guo y cols., 2007b). Además, el 
tratamiento mediante fármacos dirigidos hacia β-amiloide, como inhibidores de β-
secretasa han disminuido la muerte de CGR en estudios in vitro e in vivo (Yamamoto y 
cols., 2004; Guo y cols., 2007b), congo red y anticuerpos para β-amiloide (Yankner, 
1996; Guo y cols., 2007b) así como, la terapia combinada aumentando el efecto 
neuroprotector de las CGR en un modelo de hipertensión ocular en rata (Guo y cols., 
2007b). 
Por otra parte, se ha demostrado que la activación de la caspasa-3 podría estar 
implicada en el proceso de degeneración de las CGR, así como el procesamiento 
anómalo de la proteína precursora amiloide. Se ha demostrado el incremento de la 
proteína β-amiloide en las CGR en un modelo de hipertensión de rata pudiendo 
contribuir a la patofisiología del glaucoma (McKinnon y cols., 2002).   
Todas estas evidencias entre el glaucoma y la enfermedad de Alzheimer también 
se han establecido debido a la pérdida de CGR encontrada en pacientes con enfermedad 
de Alzheimer (Blanks y cols., 1996a; Blanks y cols., 1996b; Parisi y cols., 2001; Iseri y 
cols., 2006) y en la enfermedad de Parkinson (Bayer y cols., 2002b). Esta muerte 
neuronal va asociada a cambios característicos propios del glaucoma. Además de estas 
observaciones clínicas, los mecanismos patológicos que involucran a la proteína β-
amiloide en la muerte neuronal presentan grandes similitudes entre la pérdida de las 
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CGR y la degeneración observada en el hipocampo de modelos de EA (Vickers y cols., 
1995; Archer y cols., 1998; Johnson y cols., 2002). Otra proteína involucrada en los 
procesos neurodegenerativos es la proteína tau. Tau promueve el ensamblaje de tubulina 
en microtúbulos que estabilizan el citoesqueleto axonal. Se han detectado niveles 
disminuidos de la presencia de dicha proteína en la CNI y CPI en pacientes de 
glaucoma, encontrándose una fosforilación de la misma (Gupta y cols., 2008). Estos 
resultados podrían apoyar la hipótesis de que el glaucoma comparte vías de señalización 
con otras enfermedades neurodegenerativas. 
Por tanto, para poder establecer un paralelismo entre el modelo de degeneración 
glaucomatosa en el ratón DBA/2J y la enfermedad de Alzheimer, se utilizó el modelo 
murino Tg (APPswe/PSEN1ΔE9).  
El modelo de ratón de enfermedad de Alzheimer Tg (APPswe/PSEN1ΔE9) 
Los genes identificados como causa familiar de la enfermedad de Alzheimer con 
segregación autosómica dominante incluyen el gen que codifica para la proteína 
precursora del péptido β-amiloide (APP), el gen de la presenilina 1 (PSEN1) y el gen de 
la presenilina 2 (PSEN2). Se han localizado diferentes mutaciones en el gen de la APP 
localizado en el cromosoma 21 (Goate y cols., 1991; Spires y Hyman, 2005). Así como 
también, se han encontrado mutaciones para la presenilina 1 (PSEN1) en el cromosoma 
14 (St George-Hyslop, 1992; Sherrington y cols., 1995) y la presenilina 2 (PSEN2) en el 
cromosoma 1 (Levy-Lahad y cols., 1995; Rogaev y cols., 1995). Adicionalmente existe 
un cuarto gen, el APOE (alelo ε4) en el cromosoma 19, que es otro elemento de riesgo 
especialmente en las formas no familiares, y en forma tardía de manifestación de la EA.  
Existen numerosos modelos de ratón que expresan mutaciones en APP, PS1 y 
PS2 originando modelos transgénicos simples o, dobles y triples transgénicos en 
función del número de genes que expresan (Parnell y cols., 2012). Entre ellos se 
encuentra el modelo de ratón que contiene mutaciones en el gen para APP y para 
PSEN1 (APPswe/PSEN1ΔE9). En este modelo animal se detectaron placas β-amiloide, 
encontradas principalmente en las capas plexiformes y se detectaron un número mucho 
menor de placas en CPI, CGR y CNE. (Perez y cols., 2009) aunque parece haber 
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controversia en el intervalo temporal de la detección de estos depósitos y en la 
expresión de dichas placas (Ning y cols., 2008; Dutescu y cols., 2009). 
Durante la realización de esta Tesis Doctoral, se utilizó este modelo animal de 
Enfermedad de Alzheimer con el objetivo de establecer un estudio comparativo entre 
ambas patologías.  
4. EL SISTEMA PURINÉRGICO.  
El ATP, como molécula central del metabolismo energético, es esencial para 
realizar múltiples procesos celulares tales como la síntesis de macromoléculas a partir 
de precursores simples, mantenimiento de gradientes iónicos de membrana, movimiento 
de orgánulos y transporte de macromoléculas, etc. Además, realiza funciones relevantes 
en la señalización intracelular, siendo un compuesto regulador de la función de 
múltiples proteínas intracelulares.  
Las primeras evidencias de la participación de los nucleótidos y nucleósidos en 
los procesos biológicos fue la implicación de los mismos en procesos de vasodilatación 
de arterias coronarias y la disminución de la presión arterial (Drury y Szent-Gyorgyi, 
1929; Bennet y Drury, 1931), motilidad intestinal y contracción uterina (Watts, 1953). 
Actualmente, se sabe que regulan numerosas funciones entre las que se encuentran 
implicadas la respuesta inmune, la secreción endocrina y exocrina, la inflamación, la 
agregación plaquetaria, entre otras. Las primeras evidencias de la acción del ATP 
extracelular como neurotransmisor se propusieron desde mitad de los años 50, mediante 
experimentos que demostraron la liberación de ATP por la estimulación retrógrada de 
nervios sensitivos (Holton y Holton, 1953, 1954; Holton, 1959), hasta que Burnstock 
tras la estimulación de nervios periféricos determinó que el neurotransmisor que se 
liberaba era el ATP, denominando por primera vez a dicha transmisión 
“neurotransmisión purinérgica” (Burnstock y cols., 1970; Burnstock, 1972).  
Además se comprobó que el ATP estaba presente en una amplia variedad de 
vesículas de almacenamiento y secreción y, podía ser co-almacenado y co-liberado 
junto adrenalina, acetilcolina (Burnstock, 1976; Richardson y Brown, 1987; von 
Kugelgen y Starke, 1991; Burnstock, 2007), junto con otros diadenosin polifosfatos 
(ApnA) y otros nucleótidos en los gránulos cromafines (Rodriguez del Castillo y cols., 
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1988; Pintor y cols., 1991; Pintor y cols., 1992), así como con serotonina en los 
gránulos de las plaquetas y con histamina en los mastocitos y en los basófilos (Luthje y 
Ogilvie, 1983; Dubyak y el-Moatassim, 1993). La presencia del ATP, ADP (adenosina 
5’-difosfato) y GTP (guanosina 5’-trifosfato) con diadenosin polifosfatos en vesículas 
sinápticas del sistema nervioso, se describió por primera vez en las vesículas 
colinérgicas del órgano eléctrico del pez torpedo marmorata (Pintor, 1992) así como 
también se liberan por exocitosis junto con el ATP en terminales nerviosas de rata 
(Pintor y cols., 1993, 1995). Todos estos trabajos postulaban la idea de que una misma 
célula podía almacenar y liberar diferentes tipos de neurotransmisores, se definía, por 
tanto, el concepto de co-transmisión. Posteriormente, se describió el almacenamiento y 
liberación del ATP en terminales colinérgicas, terminaciones gabaérgicas y 
glutamatérgicas (Jo y Schlichter, 1999; Mori y cols., 2001) y la regulación que ejerce el 
ATP y diadenosin polifosfatos sobre la liberación de glutamato, acetilcolina y GABA 
desde terminaciones sinápticas del cerebro de rata (Diaz-Hernandez y cols., 2001; 
Gomez-Villafuertes y cols., 2001; Diaz-Hernandez y cols., 2002; Gomez-Villafuertes y 
cols., 2003; Gualix y cols., 2003; Diaz-Hernandez y cols., 2004; Gomez-Villafuertes y 
cols., 2004).Todos estos estudios, junto con estudios posteriores, establecen firmemente 
el concepto de co-transmisión que se conoce en la actualidad (Pankratov y cols., 2006). 
El papel de este nucleótido y otros, adquirió mayor interés cuando esta molécula 
fue identificada como componente de gránulos secretores y vesículas sinápticas en 
sistemas neurosecretores (Gualix y cols., 1997). El co-almacenamiento con acetilcolina, 
monoaminas, e incluso neurotransmisores como glutamato y el ácido gamma butírico 
(GABA) reveló al ATP como un relevante modulador de la actividad de la mayoría de 
las sinapsis del sistema nervioso central (SNC) y del sistema nervioso autónomo 
(Trachte y cols., 1989). 
Actualmente, los nucleótidos desempeñan un importante papel dentro del 
sistema nervioso central participando en funciones de neuroprotección, en el control 
central de funciones autónomas, en las interacciones neurona-glia, angiogénesis, 
regulación de la permeabilidad de microvesículas y en la traducción mecano sensorial, 
(Gordon, 1986; Dubyak y el-Moatassim, 1993; Burnstock, 1997, 2006).  
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4.1 Almacenamiento y degradación de nucleótidos. 
Almacenamiento y transporte 
El almacenamiento de estas moléculas en los gránulos de secreción, requiere un 
sistema de transporte al interior de los gránulos en contra de gradiente de concentración, 
los transportadores vesiculares. Sin embargo, hasta hace poco tiempo se asumía que la 
única fuente de ATP extracelular procedía de células dañadas o muertas. Hoy en día 
está reconocido que la liberación de ATP por parte de células sanas es un mecanismo 
fisiológico (Bodin y Burnstock, 2001; Lazarowski y cols., 2003). 
Los nucleótidos y dinucleótidos de adenina se almacenan en el interior de 
vesículas de secreción alcanzando concentraciones mucho mayores de las que se 
encuentran en el citoplasma celular (>100 mM frente a 2-5 mM), para ser liberados 
mediante un sistema de transporte activo. Durante mucho tiempo se postularon 
diferentes mecanismos de transporte activo para acumular nucleótidos (Weber y cols., 
1983; Currie y Fox, 1996). A pesar de las evidencias de la posible existencia de un 
transportador de nucleótidos vesicular (Gualix y cols., 1997; Gualix y cols., 1999) no se 
descubrió la proteína responsable de la acumulación del ATP hasta hace apenas unos 
años (Sawada y cols., 2008). La identificación de la proteína SLC17A9 como 
transportador vesicular de nucleótidos (denominado posteriormente VNUT) contribuye 
al almacenamiento y liberación de ATP en gran variedad de tejidos. Se trata de una 
isoforma de la familia de los transportadores SLC17 (Reimer y Edwards, 2004; 
Fredriksson y cols., 2008; Sreedharan y cols., 2010) con 12 segmentos transmembrana y 
430 aminoácidos. La presencia de VNUT está ampliamente expresada en diferentes 
tejidos en humano y roedores (Nishida y cols., 2014) lo que sugiere que la entrada de 
nucleótidos mediada por VNUT en la vía secretora no se limita al sistema nervioso y 
neuroendocrino, como consecuencia, contribuye a la liberación de ATP (y al igual que 
otros nucleótidos) en una variedad de condiciones fisiológicamente relevantes (Sawada 
y cols., 2008). Además, un estudio reciente muestra la implicación de dicho 
transportador en el efecto modulador del ATP extracelular sobre la diferenciación 
neuronal (Diaz-Hernandez y cols., 2015). 
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Liberación no exocitótica 
En muchos tipos celulares, como células endoteliales, musculares y gliales, la 
liberación de nucleótidos ocurre mediante mecanismos que no involucran vesículas 
exocitóticas en respuesta a estímulos como hipoxia, inflamación, daño tisular o estrés 
mecánico o a determinados agonistas liberando al medio elevadas concentraciones de 
nucleótidos (rango mM) (Bodin y Burnstock, 2001). Los mecanismos de liberación no 
exocitótica de nucleótidos de ATP no están totalmente identificados, aunque se ha 
propuesto que podrían estar mediados por una serie de transportadores o canales que 
forman parte de la superfamilia de proteínas ABC (“ATP-binding cassette”). Otras 
hipótesis señalan la posible participación de canales iónicos dependientes de voltaje, 
conexinas, panexinas y otras uniones gap (Buettner y cols., 2000; Bahima y cols., 2006; 
Eltzschig y cols., 2006). El papel que juegan las conexinas en la liberación de ATP es 
controvertido, diferentes estudios señalan que los bloqueantes de los hemicanales de 
estas proteínas, actúan como antagonistas del receptor P2X7. De esta manera, se 
propone que el receptor P2X7 contribuye a la salida de ATP de los astrocitos y a la 
propagación de las ondas de calcio (Suadicani y cols., 2006). Diversos grupos apoyan la 
hipótesis de que las panexinas, moléculas que al igual que las conexinas pueden formar 
hemicanales, podrían mediar la liberación de ATP (Barbe y cols., 2006; Dahl y Locovei, 
2006; Locovei y cols., 2006). Tampoco podemos olvidar que el UTP (Uridina-5’-
trifosfato), UDP (Uridina 5’-difosfato) y UDP-glucosa son compuestos funcionales en 
el aparato de Golgi y el grupo del Dr. Boucher ha propuesto su salida mediante 
exocitosis constitutiva como excedente de la funcionalidad del aparato de Golgi 
(Lazarowski, 2006). 
Una vez definido el ATP como neurotransmisor, su almacenamiento en 
vesículas de secreción y su liberación al medio extracelular, interaccionará con 
receptores específicos de membrana para, finalmente, ser inactivado, degradado o 
retirado del medio extracelular para evitar su acción prolongada.   
Degradación de nucleótidos 
Una vez liberados los nucleótidos al medio extracelular donde actúan sobre 
receptores específicos son hidrolizados por ecto-nucleotidasas (Zimmermann, 2000; 
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Robson y cols., 2006; Gomez-Villafuertes y cols., 2014). Los mecanismos de 
degradación de nucleótidos implican una cascada de señalización de enzimas 
extracelulares unidas a la membrana plasmática que conducen a la formación de 
diferentes intermediarios hasta generar el nucleósido correspondiente y fosfato, 
susceptibles de ser recapturados para la síntesis de nucleótidos de células adyacentes.  
Las ecto-enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en todos los tejidos y 
actúan formando cascadas de hidrólisis. Normalmente, se encuentran ancladas a la 
membrana plasmática con el dominio catalítico orientado hacia el espacio extracelular, 
aunque también se han descrito formas solubles liberadas al medio (exo-nucleotidasas).  
 
Figura 9. Estructura de algunos miembros de la familia de las ectonucleotidasas (E-NTPDasas, E-
NPPasas, fosfatasa alcalina y ecto-5´-nucleotidasa). Figuras modificadas de (Fields y Burnstock, 
2006). 
 
Se clasifican en cuatro familias de enzimas que tienen diferente afinidad por el 
sustrato: 
- Familia de las E-NTPDasas (Ecto-nucleotidotrifosfo y difosfohidrolasas). También 
denominadas como ecto-ATP-asa, ecto-ADPasa, ecto-apirasa o CD39. Están 
constituidas por dos hélices transmembrana y un dominio extracelular largo e hidrolizan 
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nucleótidos tri- y di- fosfato  generando los correspondientes  monofosfatos (Robson y 
cols., 2006).  
- Familia de las E-NPPasas (ecto-fosfodiesterasas, nomenclartua (Zimmermann, 2000). 
Estas enzimas son glicoproteínas ancladas a membrana por un único segmento, con el 
extremo catalítico hacia el espacio extracelular. Catalizan la ruptura de los enlaces 
fosfodiéster, pero sólo las E-NPP-1-3 están implicadas en la degradación de nucleótidos 
y pueden hidrolizar ATP generando AMP y PPI (Zimmermann, 2000). Los diadenosina 
polifosfato, coenzimas como el NAD
+
 y los lisofosfolípidos pueden ser sustratos de 
estos tipos de enzimas (Tokumura y cols., 2002; Umezu-Goto y cols., 2002). 
- Ecto-5´-nucleotidasa (CD-73). Es una proteína dimérica de unión a zinc, anclada a la 
membrana por un glicosilfosfatidil inositol (GPI). Cataliza la etapa final de la reacción 
de hidrolisis generando el correspondiente nucleósido y fosfato inorgánico. Es la 
principal responsable de la formación de adenosina a partir de ATP y ADP 
(Zimmermann, 1996, 2000).  
- Fosfatasa alcalina. Estas enzimas forman homodímeros y poseen tres cationes en cada 
sitio catalítico. Esta familia está formada por ecto-fosfomonoesterasas que liberan 
fosfato inorgánico de una gran variedad de compuestos orgánicos, entre los que se 
encuentran los nucleótidos tri-, di- y monofosfatos (Millan, 2006). Además, también 
pueden hidrolizar PPi y catalizar la reacción de transfosforilación en presencia de altas 
concentraciones de aceptores de fosfato.  
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Ecto-nucleotidasas Reacción catalizada Inhibidores 
Familia Ecto-NTPDasa 
 
NTPDasa 1 (CD39) 
 
NTPDasa 2 (CD39L1) 
 
NTPDasa 3 (CD39L3) 
 
NTPDasa 8 
NTP → NDP + Pi 
NDP → NMP + Pi 
NTP → NMP + 2Pi 
 
ARL 67156; 8-BuS-ATP; 
polioxometalatos; 
antagonistas receptores P2. 
 
Familia Ecto-NPPasas  
 
NPP1, NPP2, NPP3 
 
 
NTP → NMP + Pi 
NDP → NMP + Pi 
NpnN → NMP + Npn-1N 
NAD
+ → AMP + nicotinamida 
mononucleótido 
NDP-glucosa → NMP + glucosa-6-
fosfato 
Antagonistas receptores 
P2; heparina; heparán 
sulfatos. 
Ecto-5’-nucleotidasa NMP → Nucleósido + Pi AOPCP 
Fosfatasa alcalina 
 
TNAP 
 
 
Placental  
Intestinal 
De células germinales 
 
 
NTP → NDP → AMP →  
Nucleósido + 3Pi 
Levamisol 
L-homoarginina 
 
 
 
L-fenilalanina 
    
Tabla 1. Familias de ectonucleotidasas. Los datos de la tabla han sido tomados de (Robson y cols., 
2006; Zimmermann, 2007; Kukulski y cols., 2011).  
4.2 Receptores de nucleótidos. 
El ATP y otros nucleótidos liberados actúan sobre familias específicas de 
receptores P2 (P2X y P2Y), localizadas en las membranas de las células (Burnstock y 
Kennedy, 1985; Burnstock, 2008; Abbracchio y cols., 2009). Estas dos familias de 
nucleótidos se diferencian en su estructura molecular y en los mecanismos de 
transducción de la señal acoplados a su activación. Los receptores P2X son canales 
iónicos activados por ligando, y los receptores P2Y, son receptores metabotrópicos 
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (Ralevic 
y Burnstock, 1998). La identificación y caracterización farmacológica de los receptores 
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de nucleótidos P2 no es sencilla, debido principalmente a la falta de agonistas y 
antagonistas selectivos, así como la co-expresión de diferentes subtipos en un mismo 
tejido o línea celular, y la acción de las ectoenzimas, pudiendo estar originando 
compuestos de degradación que actúan a su vez sobre otros receptores presentes.  
La nomenclatura empleada en esta Tesis Doctoral tiene en cuenta las últimas 
directrices del Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Farmacología 
(IUPHAR) (Collingridge y cols., 2009; Coddou y cols., 2011). 
4.2.1 Los receptores metabotrópicos P2Y.  
Contienen siete dominios transmembrana hidrófobos conectados por tres bucles 
extracelulares y tres regiones intracelulares, el extremo N-terminal se orienta hacia el 
espacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal posee una orientación 
intracelular (Jacobson y Boeynaems, 2010). Se componen de 8 subtipos clonados y 
caracterizados en tejidos humanos o de mamíferos y están acoplados a las dos vías 
principales de transducción de señal metabotrópicas.  
Los receptores P2Y1,2,4,6,11 están acoplados principalmente a la activación de la 
fosfolipasa C (PLC) a través de una proteína Gq produciéndose incrementos en la 
concentración intracelular de calcio Ca
2+
 y activando PKC, desencadenando numerosas 
cascadas de señalización secundarias (Erb y cols., 2006). El receptor P2Y11 tiene la 
propiedad única de acoplamiento positivo al sistema adenilato ciclasa (AC) a través de 
una proteína Gs (Jacobson y cols., 2012). Los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 se 
asocian con proteínas Gi mediante la activación o inhibición de la AC. Además de todas 
estas vías de señalización, en el sistema nervioso los receptores P2Y están igualmente 
acoplados a la modulación de canales iónicos, como canales dependientes de voltaje de 
Ca
2+
o K
+
, los receptores NMDA de glutamato, los propios receptores P2X y los 
receptores de vanilloides (Lechner y Boehm, 2004; Abbracchio y cols., 2006; Gerevich 
y cols., 2007). 
Estos receptores están ampliamente distribuidos en el organismo (Abbracchio y 
cols., 2006), (Burnstock, 2007). En el ojo, se han descrito receptores purinérgicos P2 en 
diferentes estructuras oculares (Guzman-Aranguez y cols., 2013; Sanderson y cols., 
2014). En el sistema nervioso central, se ha descrito la expresión de la mayoría estando 
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involucrados en procesos de regulación de la plasticidad sináptica, liberación de NT y 
en la regulación de procesos de neurodegeneración y neuroprotección  (Ortega y cols., 
2008; Ortega y cols., 2011; Burnstock, 2013) así como en procesos de cicatrización. 
4.2.2 Los receptores ionotrópicos P2X. 
Los receptores P2X son canales iónicos que forman parte integral de la 
membrana plasmática que se activan por la unión del ATP extracelular y, una vez 
activados permiten el paso selectivo de cationes de pequeño tamaño (Na
+
, K
+
 y, 
principalmente Ca
2+
), lo cual produce una despolarización de la membrana y la 
activación de canales de calcio voltaje dependientes (North, 2002; Coddou y cols., 
2011). Se han identificado 7 subunidades P2X diferentes (P2X1-7) con un tamaño 
comprendido entre 388 (P2X4) y 595 (P2X7) aminoácidos con un 40-50% de 
homología en la secuencia. El P2X7 es el que presenta menor similitud con el resto de 
los miembros de esta familia.  Estas subunidades no son funcionales por sí solas y se 
ensamblan en trímeros formando homo o hetero-oligómeros para dar lugar a canales 
funcionales (Nicke y cols., 1998; Vial y cols., 2004). También han sido identificados los 
genes que codifican para las diferentes subunidades P2X. Los genes de las subunidades 
P2X4 y P2X7 se localizan en el mismo cromosoma (brazo largo del cromosoma 12 
humano), al igual que les ocurre a los genes de las subunidades P2X1 y P2X5 (brazo 
corto del cromosoma 13). El resto de subunidades se localizan en cromosomas 
diferentes. El descubrimiento de nuevas isoformas de cada una de estas subunidades ha 
aumentado la diversidad de esta familia de receptores. Cabe destacar las isoformas de la 
subunidad P2X2 detectadas en el cerebelo de rata, en la cóclea y en la pituitaria (Simon 
y cols., 1997; Housley y cols., 1998; Lynch y cols., 1999). Asimismo, se han 
identificado varias isoformas de los receptores P2X4, P2X1, P2X5 y P2X7 (Le y cols., 
1997; Dhulipala y cols., 1998; Hardy y cols., 2000; Gu y cols., 2004; Sellick y cols., 
2004; Denlinger y cols., 2005). Aunque la mayoría de estas variantes no son capaces de 
formar canales activos por sí mismas, la presencia de estas variantes y  la posibilidad de 
formar distintos heterooligómeros, contribuye a explicar la gran heterogeneidad en las 
respuestas de los receptores P2X observada in vivo y algunas de las diferencias que se 
han encontrado entre los receptores endógenos y los expresados de forma heteróloga, 
como ocurre con el receptor P2X4 de ratón (Townsend-Nicholson y cols., 1999). 
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Además del sistema nervioso, estos receptores se expresan a lo largo de todo el 
organismo, en células de musculo liso, células gliales, células sistema inmune o 
plaquetas  por lo que median multitud de procesos. Tienen un papel relevante en la 
transmisión sináptica rápida entre neuronas y en la transmisión neuromuscular en el 
músculo liso, donde el ATP actúa como uno de los neurotransmisores principales 
(Edwards y cols., 1992; Sneddon y cols., 2000). 
4.2.2.1 Características estructurales y oligomerización. 
Los receptores P2X forman parte de una familia dentro del grupo de canales 
iónicos activados por ligando presentando diferencias sustanciales, ya que únicamente 
poseen dos dominios transmembrana (TM1 y TM2) con los extremos amino y carboxilo 
en el citosol (North, 1996), con motivos de unión a proteínas quinasas.  
El extremo amino terminal está bastante conservado y tiene una longitud 
variable de 24 a 31 aminoácidos. Los dos segmentos transmembrana se extienden desde 
los residuos 30 al 50 y desde el 330 al 353, respectivamente. Ambos dominios están 
separados por un región extracelular de aproximadamente 280 aminoácidos donde se 
encuentran la mayoría de los residuos conservados entre los distintos subtipos de 
subunidades P2X. En esta región se encuentran también 10 residuos de cisteína 
altamente conservados que contribuyen a la estabilización de la estructura terciaria 
mediante la formación de puentes disulfuro así como también presenta varias secuencias 
consenso de N- glicosilación (Asn-X-Ser/Thr) necesarios para la inserción de las 
proteínas en la membrana plasmática y para la regulación de la potencia del ligando 
(Torres y cols., 1998; Rettinger y cols., 2000; Hu y cols., 2002). En esta región 93 de 
los aminoácidos podrían participar en la únion con el ligando (Vial y cols., 2004). En la 
unión al ligando participan tanto el dominio extracelular como los dos segmentos 
transmembrana, los residuos  Lys 
698
, Arg
292
 y Lis
309
, son los responsables de la unión 
de los fosfatos del ATP situados en los dominios TM1 y TM2 (Ennion y cols., 2000). 
Además los residuos aromáticos Phe
185
 y Phe 
291
 serían los responsables de coordinar la 
unión del anillo de adenina del ATP. (Roberts y Evans, 2004). Teniendo en cuenta que 
el ATP generalmente está complejado con iones magnesio en el medio extracelular se 
podrían establecer interacciones con residuos del receptor cargados negativamente no 
siendo esenciales para la unión del agonista (Jiang y cols., 2000; Ennion y Evans, 
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2001).  Gouaux y su grupo propusieron que el sitio de unión del ATP a los receptores 
P2X se localiza en las ranuras que quedan entre las distintas subunidades (Kawate y 
cols., 2009; Hattori y Gouaux, 2012). Estas ranuras, están formadas por residuos 
implicados en la apertura del canal dependiente de ATP (Jiang y cols., 2000; Ennion y 
Evans, 2002; Roberts y Evans, 2006; Marquez-Klaka y cols., 2007).  
El extremo carboxilo terminal presenta gran variabilidad en su secuencia y 
longitud. Su tamaño oscila entre  los 27 aminoácidos correspondientes al receptor P2X6 
a los 239 del receptor P2X7, que posee un dominio hidrofóbico adicional. Este hallazgo 
sugiere que el extremo C-terminal podría conferir propiedades específicas a cada 
receptor. Las subunidades P2X1,3,4, y 6 presentan un tamaño más corto, mientras que 
la subunidad P2X2 muestra un extremo C-terminal de 120 aminoácidos, involucrado en 
la interacción de otros receptores como los de serotonina, canales nicotínicos α-4β-2 y 
los de rho1/GABA (Barajas-Lopez y cols., 2002; Boue-Grabot y cols., 2004; Khakh y 
cols., 2005), mientras que el P2X7 alcanza 240 aminoácidos y posee en este extremo 
numerosas secuencias para la interacción con otras proteínas (Kim y cols., 2001; 
Murrell-Lagnado y Qureshi, 2008).  
 
 
 
Figura 10. Modelo estructural de la subunidad P2X humana. Modificado de (Kawate y cols., 2009). 
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La actividad de los receptores P2X se ve modificada en presencia de los  
protones, iones divalentes y metales contenidos en el medio extracelular (King y cols., 
1996). Las subunidades P2X2, P2X4 y P2X7 son los más sensibles a la regulación por 
dichos iones. La actividad del receptor P2X2 se potencia cooperativamente por Cu
2+
 y 
Zn
2+
 (Clyne y cols., 2002; Lorca y cols., 2005), a diferencia de los efectos producidos 
en el receptor P2X4 (Acuna-Castillo y cols., 2000). La actividad del receptor P2X7 es 
inhibida tanto por Zn
2+
 como por Cu
2+
 (Liu y cols., 2008).  
Oligomerización 
Como ya se ha comentado anteriormente, al igual que ocurre con otros canales 
iónicos activados por ligando, es necesario que se produzca un ensamblaje entre 3 o 
múltiplos de 3 subunidades P2X para que sea funcionalmente activo debido a que los 
dos segmentos transmembrana no son capaces, por si mismos, de formar un poro iónico 
(Nicke y cols., 1998; Ding y Sachs, 1999; Stoop y cols., 1999; Jiang y cols., 2003; 
Aschrafi y cols., 2004; Nagaya y cols., 2005; Barrera y cols., 2007).  
Cada una de las subunidades P2X puede ensamblar entre sí para formar 
homómeros, formados por unidades idénticas, aunque esta interacción es más difícil en 
el caso de las subunidades P2X5 y P2X6 (King y cols., 2000; Wildman y cols., 2002; 
Barrera y cols., 2005). Las distintas subunidades también pueden generar interacciones 
en mayor o menor grado con los dominios transmembrana de otras subunidades 
diferentes, dando lugar a la formación de hetero-oligómeros, siendo las subunidades 
P2X3 y P2X4 las más restrictivas (Torres y cols., 1999). La posibilidad de que el 
receptor P2X7 pudiera formar hetero-oligómeros P2X4-P2X7 ha sido descrita en los 
últimos años (Guo y cols., 2007a), aunque otros trabajos han mostrado la inestabilidad 
de los mismos (Nicke, 2008). 
 
 52 
 
                Introducción 
 
Figura 11. Modelo estructural del receptor homotrimérico P2X4. Se muestran las diferentes 
conformaciones espaciales de la proteína: cerrada (A, B y C) -sin el ATP unido- (PDB ID: 4DW0) y 
abierta (D, E y F) -con el ATP unido- (PDB ID: 4DW1). Se muestran las tres subunidades vistas desde el 
espacio extracelular (A y D), visión frontal  de la (B y E) y visión desde abajo (C y F). Modificada de 
(Hattori y Gouaux, 2012). 
 
4.2.2.2 Características funcionales y regulación de los receptores P2X. 
Las propiedades funcionales y farmacológicas de un receptor P2X, pueden  estar 
determinadas por las características de las subunidades que lo componen, mientras que 
en ocasiones difiere en su totalidad (Lewis y cols., 1995; King y cols., 2000). Así como 
la co-expresión de diversas subunidades en un tejido o tipo celular dificulta más el 
estudio de las mismas.  
El tamaño del canal es de 8-20 Å, lo que  facilita la entrada de iones pequeños, 
no obstante, algunos receptores pueden aumentar el diámetro del poro en respuesta a 
una aplicación sostenido de ATP, de modo que permiten el paso de grandes cationes 
(Egan y cols., 2006). En algunos tipos celulares, por ejemplo en macrófagos, la 
activación del receptor P2X7 conduce a la formación en pocos segundos de un poro 
citolítico que permite la entrada de moléculas con un tamaño molecular superior a los 
900 Da como puede ser la sonda Yo-Pro-1. La activación del receptor P2X7 induce el 
reclutamiento de moléculas accesorias, entre las que se encuentra la panexina-1 
(Panchin, 2005; Pelegrin y Surprenant, 2006, 2007).  
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Los receptores P2X están modulados alostéricamente por protones 
extracelulares, cationes divalentes y varios metales, como el Cu
2+
 y el Zn
2+
  (Virginio y 
cols., 1999; North, 2002; Coddou y cols., 2011). Kawate y cols. han propuesto 
recientemente la presencia de 4 sitios de unión de cationes di- y trivalentes, uno en el 
centro de la región extracelular, los otros 3 en la periferia del receptor (un sitio por cada 
subunidad), y una regulación negativa del receptor por parte de estos iones (Kawate y 
cols., 2009). 
A su vez, los receptores P2X pueden modularse a través de diversas acciones 
sobre su dominio intracelular. Las fosforilaciones en serina, treonina o tirosina en 
determinadas zonas de este dominio regulan de forma importante la actividad de los 
receptores (Boue-Grabot y cols., 2000; Toth-Zsamboki y cols., 2002). Por ejemplo, en 
la zona de transición entre el dominio TM2 y el C-terminal del receptor P2X7 se 
localiza una tirosina (Tyr343), cuya defosforilación tras la activación del canal reduce la 
duración de la respuesta (Becker y cols., 2008). 
La principal consecuencia de la activación de los receptores P2X es un 
incremento transitorio en la concentración intracelular de calcio libre, que despolariza la 
membrana. Esto induce la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje, lo que 
se suma a la entrada de calcio a través del propio canal P2X. El incremento del calcio 
citosólico provoca la activación de numerosas vías de señalización, como activación o 
inhibición de proteínas quinasas, entre las que se encuentran la calcio-calmodulina 
quinasa II (CaMKII) (Diaz-Hernandez y cols., 2006; Leon y cols., 2006), MAPquinasas, 
proteína quinasa C (PKC) (Erb y cols., 2006) o glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) 
(Diaz-Hernandez y cols., 2008; Gomez-Villafuertes y cols., 2009; Ortega y cols., 2009); 
así como la liberación vesicular de neurotransmisores, como acetilcolina (Diaz-
Hernandez y cols., 2002), glutamato (Gualix y cols., 2003) o GABA (Gomez-
Villafuertes y cols., 2001).  
4.2.2.3 Características farmacológicas de los receptores P2X.  
La diferenciación farmacológica de los receptores purinérgicos, no permite en la 
mayoría de los casos, una diferenciación selectiva entre los distintos subtipos de 
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receptores P2X, existiendo incluso agonistas y antagonistas que a las mismas 
concentraciones actúan tanto en receptores P2X como P2Y (tabla 2 y 3). 
La activación de los receptores P2X origina la entrada rápida (milisegundos) y 
no selectiva de cationes Ca
2+
, Na
+
 y K
+
 (Bo y cols., 2003). La valoración de la respuesta 
con el tiempo difiere entre los distintos receptores, en algunos casos la respuesta decae 
rápidamente (1-2 segundos) en presencia continuada del agonista como es el caso de los 
receptores, P2X1 y P2X3. Las respuestas del resto de receptores homoméricos y del 
receptor heteromérico P2X2-3 son más sostenidas, y en el caso del receptor P2X7 la 
corriente se mantiene durante varios minutos (North, 2002). Esta recuperación puede 
regularse por muchos factores, incluyendo el agonista utilizado, la presencia de calcio 
en el medio extracelular, la concentración de agonista libre o de procesos de regulación 
intracelular (Cook y cols., 1998; Rettinger y Schmalzing, 2004; Sokolova y cols., 2004).  
En general, pueden distinguirse dos grandes grupos en la familia de los 
receptores P2X. Los receptores P2X1 y P2X3 se caracterizan por presentar una elevada 
afinidad por el ATP (baja EC50) y que también son activados por el análogo estructural 
α, β-meATP. Sin embargo, los receptores P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7, muestran 
menor afinidad por el ATP y desensibilización menos marcada (North, 2002; Gever y 
cols., 2006; Coddou y cols., 2011). 
 Otros nucleótidos trifosfato (CTP y GTP) y dinucleótidos polifosfatos (ApnA, 
ApnG; n=3-6) pueden actuar de manera no selectiva sobre receptores P2X aunque con 
menor potencia que el ATP. Entre los análogos sintéticos que pueden activar receptores 
P2X, se encuentran el 2MeSATP, que es un buen agonista de todos los receptores P2X, 
y también de algunos receptores P2Y, y el BzATP, que actúa sobre los subtipos P2X. 
Del mismo modo, ocurre con la falta de selectividad de los antagonistas como suramina, 
PPADS o RB-2 (reactivo azul 2), no pudiendo discriminar entre los diferentes 
receptores receptores P2X ni siquiera entre los dos subtipos P2. En los últimos años, se 
han desarrollado análogos de éstos con efectos más específicos que los encontrados de 
los que derivan.  
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Tabla 2. Clasificación de los receptores P2Y.  Los datos representados en la tabla han sido obtenidos de (Guzman-Aranguez y cols., 2007; Jacobson, 2010; Burnstock, 
2014). 
Receptor Agonistas principales Antagonistas Transducción de la 
señal 
Distribución mayoritaria 
P2Y1 
MRS2365 > 2MeSADP = Ap5(βγ) >> 
ADPβS >  ATP > 2MeSATP = ADP 
Ap3A > Ap4A > Ap5A = Ap6A >> Ap2A 
 
MRS 2500 > MRS 2279 > MRS 2179 
> > Suramina > PPADS; PIT 
Gq/G11 
PLCβ/IP3/Ca
2+
 
Plaquetas, cerebro, placenta, próstata, 
endotelio, corazón, tracto digestivo, células 
gliales 
P2Y2 
2-S-UTP > UTP, MRS2698 > ATP, INS 365 
> INS 37217, UTPγS > ATPγS, MRS2768, 
Up4-fenil éster 
Ap4A > Ap5A > Ap6A > Ap3A 
AR-C 126313 > Suramina> RB-2, 
PSB-716, MRS2576 
Gq/G11, Go,G12 
PLCβ/IP3/Ca
2+ 
Activación AC 
Músculo esquelético, músculo liso, pulmón, 
hueso, macrófagos, bazo, linfocitos, 
osteoblastos, riñón 
P2Y4 
 
2-N3-dUTP > UTPγS, UTP ≥ ATP ≥  Ap4A, 
INS365; INS31217; CTP; ITP 
 
(ATP en humano) > RB-2 > Suramina, 
MRS2577, PPADS 
Gq/G11, Gi/0 
PLCβ/IP3/Ca
2+
 
Intestino, cerebro, pituitaria, medula ósea, 
linfocitos, monocitos, intestino, hígado 
P2Y6 
MRS 2693 > UDPβS, PBS0474 > INS 
48823, Up3U, fenacil-UDP >> UDP > UTP 
>> ATP, α,β-meUDP; IDP 
Ap5A > Ap3A (>1mM) 
 
MRS2578 > RB-2, PPADS, MRS2567, 
MRS2575 (humano); Suramina 
 
Gq/G11 
PLCβ/IP3/Ca
2+
 
Placenta, bazo, riñón, corazón, músculo 
liso, células adiposas, intestino, cerebro, 
timo, pulmón 
P2Y11 
 
ATPγS AR-C67085MX > BzATP ≥ ATP, 
NF546, NAD
+
, NAADP
+
; 2MeSATP 
---- 
NF157 > Suramina > RB-2, 5’-AMPs, 
NF340, AMP-α-5 
Gq/G11 y Gs 
PLCβ/IP3/Ca
2+
 
Activación AC 
Cerebro, hígado, bazo, pituitaria, intestino, 
linfocito B, Células dendríticas, 
granulocitos 
P2Y12 
2MeSADP = 2MeSATP >> ADP >> ATP, 
ADPβS 
AR-C69931MX > AZD6140, 
INS50589 > RB-2 > 2MeSAMP, AR-
C66096,  CT50547, PSB0413, carba-
nucleósidos, MRS2395, AR-C67085; 
Clopidogrel; Tioclopidina; Suramina; 
INS49266 
Gi 
Inhibición AC 
Activación RhoA 
Plaquetas humanas, cerebro, 
megacariocitos 
P2Y13 
ADP = 2MeSADP > 2MeSATP, ATP 
Ap4A 
AR-C69931MX > AR-C67085 > 
MRS2211, 2MeSAMP; PPADS > 
Suramina 
Gi/O 
PLCβ/IP3/Ca
2+
 
Inhibición AC 
Bazo, cerebro, células gliales, páncreas, 
médula ósea, ganglios linfáticos, hígado, 
corazón, hueso 
P2Y14 
MRS2690 > UDP > UDP-glucosa > UDP-
galactosa >UDP Glucurónico > 
UDP-N-acetilglucosamina 
No conocidos 
Gi/O 
Activación PLC 
 
Placenta, tejido adiposo, estómago, 
intestino, cerebro, bazo, corazón, pulmón 
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Tabla 3. Clasificación de los receptores P2X homoméricos.  Los datos representados en la tabla han sido obtenidos de (North, 2002; Guzman-Aranguez y cols., 2007; 
Coddou y cols., 2011; Syed, 2012; Burnstock, 2014). 
Receptor Agonistas principales Antagonistas Desensibilización Modulación 
por iones 
Distribución mayoritaria 
P2X1 
BzATP > Lβ,γ-meATP ≥ ATP = 
2-MeSATP = α,β-meATP; 
PAPET-ATP 
Ap6A > Ap5A > Ap4A > Ap3A 
 
NF449 > IP5I > TNP-ATP > RO 0437626 > 
NF110> NF279, NF023, RO1; MRS2159 > 
PPNDS; Suramina = PPADS 
 
Rápida 
↓H+ 
↓Zn2+ 
↓Cd2+ 
Cerebro, médula espinal, 
músculo liso, plaquetas, ganglios 
simpáticos 
P2X2 
ATP ≥ ATPγS ≥ 2-MeSATP >> 
α,β-meATP >  β,γ-CF2meATP; 
BzATP 
Ap4A 
PSB-1011 > RB2 = NF279, isoPPADS > 
PPADS > Suramina , NF770, NF778, 
aminoglicosido; TNP-ATP 
Lenta 
↑H+ 
↑Zn2+ 
↑Cu2+ 
↓ Ca2+ 
Cerebro, médula espinal, 
ganglios simpáticos, células 
cromafines, músculo liso, retina 
P2X3 
2-MeSATP ≥ ATP ≥ α,β-
meATP; PAPET-ATP;  BzATP 
Ap3A>Ap4A>Ap5A>Ap6A 
TNP-ATP, isoPPADS > A317491 > NF110 > 
PPADS, Ip5I, rojo fenol, RO4, RN1838, 
espinorfina, AF353; RO85 
Rápida 
↓ H+ 
↑Zn2+ 
↓ Ca2+ 
Cerebro, médula espinal, 
ganglios simpático, neuronas 
sensoriales 
P2X4 
ATP > α,β-meATP, CTP, 2-
MeSATP;  BzATP 
Potenciación por Ivermectina, y 
Azul de cibacron y RB-2 
Ap6A>Ap4A 
 
5-BDBD >> TNP-ATP, PPADS > BBG, 
Paroxetina, fenolftaleína, CORM2, fluoxetina 
Lenta 
↓ H+ 
↑Zn2+ 
 
Cerebro, médula espinal, 
ganglios simpáticos, testículos, 
colon 
P2X5 
ATP = 2-MeSATP = ATPγS >> 
α,β-meATP; GTP 
Ap4A>Ap5A>Ap6A>Ap3A 
BBG > PPADS > Suramina > RB-2; TNP-
ATP 
Lenta 
↓ H+ 
↑Zn2+ 
↓ Ca2+ 
Ganglio del trigémino, médula 
espinal, células proliferativas de 
la piel, timo, vejiga 
P2X6 Sólo como heteromultímero Sólo como heteromultímero ---- ---- 
Ganglios simpáticos, cerebro, 
médula espinal 
P2X7 
BzATP >> ATP ≥ 2-MeSATP 
>> α,β-meATP =  βγ-meATP 
Ap2A; Ap3A; Ap4A; Ap5A;  
Ap6A;  Ap5A (>1mM) 
AZ11645373; A-847227; AZ-10606120; 
CBB; GSK314181a; GSK1482160; Suramina, 
PPADS, KN-62 (no competitivos); KN-04; 
MRS2427;  RN-6189; GSK1370319; AZ-
109056; AZD-9056; CE-224535; oxATP 
Lenta 
↓H+ / ↓Ca2+ 
↓Mg2+ / ↓Cu2+ 
↓Zn2+ 
 
Ganglios de reina y cóclea, 
células inmunes, cerebro, médula 
espinal, páncreas y piel 
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4.2.2.4 El receptor ionotrópico P2X7. 
El receptor P2X7 se diferencia de las distintas subunidades de los receptores 
P2X principalmente por su largo extremo C-terminal y por su baja afinidad por el ATP 
(Surprenant y cols., 1996). Existen numerosos estudios acerca del papel que desempeña 
el largo extremo C-terminal del receptor P2X7 en la función del canal y en la formación 
del poro, (Klapperstuck y cols., 2001; Worthington y cols., 2002; Smart y cols., 2003).  
Como ya se comentó anteriormente, uno de los receptores sobre los que puede 
actuar el BzATP, es el receptor homomérico P2X7, que posee características 
farmacológicas que se diferencian fácilmente del resto de los receptores P2X. La 
estimulación con agonistas durante un breve período de tiempo < 10 segundos conduce  
la apertura rápida y reversible del canal, permitiendo el paso de iones. Su activación 
prolongada provoca la apertura de un poro transmembrana, permeable a moléculas de 
elevado peso molecular que, finalmente conduce a la muerte celular (Di Virgilio y cols., 
1998).  
En primer lugar, es el receptor que presenta una menor afinidad por el agonista 
fisiológico ATP, rango mM, al tiempo que su afinidad por el análogo estructural BzATP 
es muy elevada, el valor de EC50ic50 de este último es 10-30 veces menor que la descrita 
para el ATP (North, 2002). Sin embargo, el BzATP no es agonista selectivo de los 
receptores P2X7, puesto que también puede activar al P2X1 y P2X3 (Bianchi y cols., 
1999) y el receptor metabotrópico P2Y13 en astrocitos de cerebelo de rata (Carrasquero 
y cols., 2009). En condiciones fisiológicas, los niveles extracelulares de ATP están en el 
rango picomolar o nanomolar, pero este compuesto puede ser liberado por tipos 
celulares, incluso por neuronas, en respuesta a cambios osmóticos, estímulos eléctricos 
o mecánicos o situaciones patológicas (Le Feuvre y cols., 2002; Lazarowski y cols., 
2003). 
Lo que también es característico de este receptor es la potenciación de sus 
respuestas cuando en el medio extracelular se reduce la presencia de cationes divalentes, 
como el calcio o el magnesio (Surprenant y cols., 1996; Virginio y cols., 1997). Esto 
podría estar indicando que ATP
4-
 es el ligando activo de esta subunidad, o que los 
cationes divalentes son capaces de inhibir dicho receptor alostéricamente (Virginio y 
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cols., 1997). El receptor P2X7, en roedores, es insensible a concentraciones superiores a 
300 μM del antagonista suramina (Chessell y cols., 1998) y sensible a PPADS.  
El antagonista reversible más potente y selectivo que permite diferenciar el 
receptor,  es el Brilliant Blue G (BBG) en rata 10-100 nM BBG (IC50 10-15 nM), siendo 
la IC50 de 100 nM en el caso de ratón (Jiang y cols., 2000), mientras que en humano su 
efectividad es mucho menor (IC50>10 µM). En los últimos años se han desarrollado 
nuevos antagonistas selectivos, A740003, A438079 y A804598, entre otros (tabla 2), 
cuyo funcionamiento se ha descrito, tanto en rata como en humano, en el rango 
nanomolar alto (Honore y cols., 2006) (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007). Además, se 
han desarrollado dos nuevos antagonistas de los receptores P2X7 humanos y de rata, 
uno derivado de pirazolacetamida (Chambers y cols., 2010) y el otro derivado de 
cicloheptanol clorobenzamida, ambos con una IC50 en el rango nanomolar (Chen y 
cols., 2010). El P2X7, es igualmente sensible a PPADS y suramina (North, 2002), 
aunque en roedores, este último no tiene efecto alguno hasta concentraciones del orden 
de 300 μM. 
Vías de señalización del receptor P2X7 
.La señalización del receptor P2X7 ha sido ampliamente estudiada en los últimos 
años debido a su importancia en el sistema inmune y amplia distribución en diferentes 
tejidos y tipos celulares. 
La activación del receptor P2X7 desencadena una serie de respuestas celulares 
como la liberación de citoquinas, proliferación celular o activación de caspasas y la 
consiguiente muerte celular (North, 2002; Verhoef y cols., 2003; Kahlenberg y Dubyak, 
2004). La activación de este tipo de receptores induce la apertura del canal, originando 
una movilización iónica a través del mismo. Las alteraciones intracelulares de 
concentración de iones potasio provocan la activación de la caspasa-1 y la liberación de 
IL-1beta (Kahlenberg y Dubyak, 2004; Ferrari y cols., 2006). La activación de los 
receptores P2X7 y la consecuente entrada de calcio se ha vinculado a otras vías de 
señalización entre las que se incluyen  NF-ƘB (Ferrari y cols., 1997), GSK (Diaz-
Hernandez y cols., 2008; Ortega y cols., 2009; Ortega y cols., 2010) y proteínas 
quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) (Aga y cols., 2002; Pfeiffer y cols., 2004; 
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Lenertz y cols., 2009; Ortega y cols., 2011) como las proteínas  JNKs y p38 (Adinolfi y 
cols., 2003; Aga y cols., 2004; Skaper y cols., 2010), proteínas que tienen un papel 
determinante en el proceso de apoptosis celular (Panenka y cols., 2001; Wang y cols., 
2003a; Kong y cols., 2005), así como la cascada ERK1/2 (Humphreys y cols., 2000; 
Panenka y cols., 2001; Budagian y cols., 2003). Además, otra importante proteína 
regulada positivamente por este receptor es la fosfolipasa D (PLD) en distintos modelos 
de macrófagos y astrocitos (el-Moatassim y Dubyak, 1993; Humphreys y Dubyak, 
1996; Sun y cols., 1999; Pochet y cols., 2003; Carrasquero y cols., 2010).  
El incremento de calcio citoplasmático inducido por activación del receptor 
P2X7 y de los canales de calcio dependiente de voltaje, puede desencadenar la 
activación de numerosas vías de señalización, entre las que se encuentran las CaMKII 
(calcio/calmodulina quinasa) y PKCs. Es posible que los receptores P2X estén 
implicados en el mantenimiento de la liberación sostenida de neurotransmisores a través 
de una ruta dependiente de la calmodulina quinasa. Esta quinasa fosforila la sinapsina 
de la superficie de las vesículas sinápticas provocando la liberación de las vesículas del 
citoesqueleto, de modo que puedan fusionarse con las zonas activas de la terminal 
presináptica y liberar así su contenido de neurotransmisores (Lin y cols., 1990; Leon y 
cols., 2006).   
Además, el receptor P2X7 puede regular los niveles de transcripción de 
diferentes proteínas en el núcleo. En células implicadas en la respuesta inmune, como 
son los macrófagos y la microglía, este receptor induce un aumento de la expresión de 
iNOS (Gendron y cols., 2003; Aga y cols., 2004). Es posible que este aumento de la 
formación de NO este mediado por NF-κB, ya que al analizar la secuencia del promotor 
de iNOS se ha detectado un posible elemento de unión a dicho factor de transcripción, 
que puede ser activado por el receptor P2X7. Otras moléculas proinflamatorias cuyos 
niveles de expresión también son regulados por el receptor P2X7 son IL-4, IL-6, IL-13 
(Bulanova y cols., 2005). 
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4.3  Señalización purinérgica en el ojo. 
En el ojo, controlado por el SNC y el sistema autónomo, el ATP junto con otros 
nucleótidos, desempeña una importante función como neurotransmisor en la regulación 
de relevantes procesos neurofisiológicos. La identificación de nucleótidos y la expresión 
de sus receptores P2 en diferentes localizaciones en el ojo y en procesos oculares como 
la secreción lagrimal, humor acuoso, cicatrización corneal, regulación de la PIO o la 
regulación de las eferencias hacia el SNC (Mitchell y cols., 1998; Pintor y cols., 2002a; 
Pintor y cols., 2002b; Gendron y cols., 2003; Pintor y cols., 2003; Aga y cols., 2004; 
Crooke y cols., 2008; Sanderson y cols., 2014) sugiere la relevante implicación de estos 
compuestos en el correcto funcionamiento de diferentes estructuras oculares. En este 
sentido, los nucleótidos y dinucleótidos sintéticos podrían actuar como agentes 
terapéuticos para patologías como el ojo seco, glaucoma, y desprendimiento de retina 
(Crooke y cols., 2008; Guzman-Aranguez y cols., 2013).  
4.3.1 Receptores purinérgicos en superficie ocular.  
En la conjuntiva, el papel de los P2, principalmente la activación del receptor 
P2Y2 aumenta la secreción de iones cloruro en conejos y regulando la secreción de 
mucina en humano (Jumblatt y Jumblatt, 1998) posiblemente desempeñando un función 
de hidratación en la estructura (Li y cols., 2001; Murakami y cols., 2004) al igual que el 
P2Y4 (Hosoya y cols., 1999).  
En la glándula lagrimal, el ATP activa los receptores P2X3 y P2X7 
aumentando el calcio intracelular y estimulando la secreción de proteína  (Hodges y 
cols., 2009; Novak y cols., 2010; Hodges y cols., 2011). Además, la expresión de 
proteínas específicas en lágrima se puede modificar por nucleótidos. Uno de los 
procesos fisiológicos regulados por nucleótidos extracelulares es la producción de 
lágrima (Murakami y cols., 2000; Pintor y cols., 2002a; Pintor y cols., 2002b) 
posiblemente mediado por receptores P2Y2 (Li y cols., 2001). Además, ha sido 
detectada la presencia de diadenosina polifosfatos en lágrima humana y de conejo 
(Pintor y cols., 2002a; Pintor y cols., 2002b). Diversos estudios postulan la posible 
liberación de los nucleótidos como consecuencia del movimiento palpebral, 
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produciéndose una mayor liberación de los mismos en situaciones patológicas (Peral y 
cols., 2006; Pintor, 2007; Carracedo y cols., 2010).  
Las purinas juegan un papel regulador importante en comunicación celular y en 
la cicatrización de heridas en la córnea. La activación de los receptores purinérgicos 
P2Y, principalmente los P2Y2 están involucrados en procesos de reparación de lesiones 
corneales, mediante agonistas purinérgicos que activan la vías de las MAP quinasas, 
responsables del control de la tasa de migración de células epiteliales (Klepeis y cols., 
2004; Pintor y cols., 2004a; Pintor y cols., 2004c). Así como en procesos de 
proliferación celular de las células epiteliales corneales mediados por receptores P2Y2 y 
P2Y6 (Mediero, 2010). Por otro lado, el receptor ionotrópico P2X7, está implicado en 
procesos de modulación de la integridad estructural de la córnea (Mayo y cols., 2008).  
4.3.2 Receptores purinérgicos en cámara anterior. 
El humor acuoso, se produce por los procesos ciliares y es liberado a través de 
la malla trabecular, canal de Schlemm´s y la vena epiescleral (To y cols., 2002). La 
presencia de nucleótidos y dinucleótidos en el humor ha sido demostrada en distintas 
especies (Mitchell y cols., 1998; Pintor y cols., 2003). Además se han detectado niveles 
incrementados de ATP y Ap4A en pacientes glaucomatosos (Castany y cols., 2011; Li y 
cols., 2011) sugiriendo la implicación de estos compuestos en el glaucoma. 
Los receptores P2X y P2Y han sido identificados en las principales estructuras 
bañadas por humor acuoso (procesos ciliares y malla trabecular) sugiriendo la 
contribución de esos receptores en funciones fisiológicas llevadas a cabo por dichas 
estructuras, tales como el control de la PIO.  
A nivel del cuerpo ciliar, se ha demostrado la presencia de receptores P2Y2. La 
activación de dichos receptores P2Y2 está involucrado con el efecto hipertensor 
inducido por distintos nucleótidos como ATP, UTP y análogos (2-metiltio-ATP y 
adenosina-5´-O-(3-tiotrifosfato), ATPɣS) (Markovskaya y cols., 2008; Peral y cols., 
2009; Martin-Gil y cols., 2012), de hecho el silenciamiento de receptor P2Y2 mediante 
ARN interferente podría ser un interesante recurso terapéutico en la reducción de la PIO 
(Martin-Gil y cols., 2012). Asimismo, la estimulación que UDP produce en otros 
receptores purinérgicos como el P2Y6 presentes en los vasos sanguíneos de los procesos 
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ciliares, produce vasoconstricción, disminución en la producción de humor acuoso y 
disminución de la PIO (Markovskaya y cols., 2008). Es importante señalar que 
determinados nucleótidos (α, β-me ATP y β, ɣ-me ATP) aplicados tópicamente tienen 
un efecto hipotensor sobre la PIO, facilitando la salida del HA (Peral y cols., 2009) 
pudiendo estar mediado por receptores P2X2 presente en las terminales colinérgicas que 
inervan el músculo ciliar. Además, recientemente se ha demostrado que la aplicación 
tópica de diadenosina polifosfatos pueden producir un aumento de la PIO (diinosina 
pentafosfato) y otros una disminución (diinosin trifosfato y diinosin tetrafosfato) en 
conejos normotensos (Guzman-Aranguez y cols., 2012) vía P2Y1 y P2Y6. 
Por otro lado, la activación de receptores P2Y presentes en la malla trabecular, 
facilita la salida del humor acuoso, produciéndose un efecto hipotensor, como sucede 
tras la activación de los receptores P2Y1 (Crosson y cols., 2004; Pintor y cols., 2004c; 
Soto y cols., 2005; Chow y cols., 2007). Del mismo modo, la activación de P2X2 
desencadena la liberación de acetilcolina, produciendo ensanchamiento del ángulo 
iridocorneal, aumento del drenaje del humor acuoso y reducción de la PIO (Peral y 
cols., 2009).  
Finalmente, señalar que el cristalino, es una estructura que contiene grandes 
cantidades de nucleótidos, entre ellos  ATP, ADP, y nucleótidos trifosfato (Pintor, 
1999). Las células epiteliales de lentes humanas movilizan Ca
2+
 intracelular frente al 
ATP mediante la estimulación de receptores P2Y2. La función que desempeñan estos 
receptores en la lente parece estar relacionada con el control de la división celular y la 
diferenciación de células epiteliales (Pintor, 1999). 
4.3.3 Receptores purinérgicos en la retina. 
La retina es uno de los tejidos oculares donde mayor es la abundancia de 
receptores purinérgicos (tabla 4). La gran diversidad en la presencia de estos receptores, 
además de la presencia de enzimas encargadas de la degradación de nucleótidos y del 
transportador nucleotídico vesicular (Chessell y cols., 1998; Puthussery y Fletcher, 
2004; Puthussery y cols., 2006; Puthussery y Fletcher, 2007), demuestran que los 
nucleótidos extracelulares juegan un importante papel en la retina neural como 
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neuromoduladores y mediadores autocrinos y paracrinos a través de receptores P2X 
ionotrópicos y P1-P2 metabotrópicos. 
 El nucleótido más representativo de la retina de los mamíferos es el ATP, que es 
liberado a través de las células de Müller y, que origina la adenosina por la degradación 
enzimática que resulta en la activación autocrina de los receptores P1 en estas células 
gliales (Newman, 2003). El ATP también puede activar los receptores P2 de neuronas 
vecinas de la retina, como fotorreceptores, células amacrinas, y las células ganglionares 
(Greenwood y cols., 1997; Puthussery y cols., 2006; Kaneda y cols., 2008). También ha 
sido detectada la co-liberación de ATP junto con acetilcolina en células amacrinas 
colinérgicas (Neal y Cunningham, 1994), así como el ATP también puede ser liberado 
de las células epiteliales pigmentadas de la retina y puede activar los receptores P2 de 
las membranas de los fotorreceptores (Mitchell y Reigada, 2008). 
El estudio histológico de los receptores P2X con marcadores neuronales de 
retina ha proporcionado una valiosa información respecto a la posible implicación de los 
receptores purinérgicos en la señalización de la retina. Se ha demostrado la co-
localización de los receptores P2X2, P2X3 y P2X7 con GABA en células amacrinas, 
pudiendo sugerir la implicación de los receptores P2X2 en la modulación del 
procesamiento de la información por dichas células (Puthussery y Fletcher, 2004; 
Puthussery y cols., 2006; Puthussery y Fletcher, 2007; Kaneda y cols., 2010). Así como, 
los receptores P2X3 y P2X7 han sido también inmunolocalizados en la capa plexiforme 
externa. Diferentes estudios realizados, han demostrado como la activación del receptor 
P2X7 mediante un agonista selectivo aumenta la amplitud de la onda a (Puthussery y 
Fletcher, 2004).  
Además de estar implicado en la regulación de procesos fisiológicos de la retina, 
el receptor P2X7 media en procesos fisiopatológicos a través de diferentes vías de 
señalización intracelular.  
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RECEPTOR P2 ESPECIE FUNCIÓN REFERENCIAS 
Fotorreceptores 
P2X2 Rata No determinada (Greenwood y cols., 1997) 
P2X7 
Ratón, rata y 
tití 
Modulación de 
transmisión sináptica 
(Franke y cols., 2005; Puthussery y 
cols., 2006; Notomi y cols., 2011) 
P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6 
Conejo, rata 
y macaco 
No determinada 
(Cowlen y cols., 2003; Fries y cols., 
2004a; Pintor y cols., 2004c) 
Células bipolares 
P2X3, P2X4, 
P2X5 
Rata No determinada (Wheeler-Schilling y cols., 2000) 
P2X7 Ratón y rata 
Modulación  de 
transmisión sináptica 
(Vessey y Fletcher, 2012) 
P2Y1, P2Y2, P2Y6 Rata No determinada (Fries y cols., 2004b) 
P2Y4 Rata 
Modulación de 
transmisión sináptica 
(Ward y cols., 2008) 
Células horizontales (CH) 
P2X7 Ratón y rata 
Modulación de 
transmisión sináptica 
(Vessey y Fletcher, 2012) 
Células amacrinas  (CA) 
P2X1, P2X3, 
P2X4, P2X5 
Ratón y rata No determinada 
(Wheeler-Schilling y cols., 2001; 
Yazulla y Studholme, 2004; Puthussery 
y Fletcher, 2007; Shigematsu y cols., 
2007) 
P2X2 Ratón 
Inhibición de la 
liberación de Ach CA 
colinérgicas (OFF) 
(Kaneda y cols., 2004; Puthussery y 
cols., 2006; Kaneda y cols., 2008; 
Kaneda y cols., 2010) 
P2X7 Ratón Transmisión sináptica (Vessey y Fletcher, 2012) 
Células ganglionares (CG) 
P2X2, P2X3, 
P2X4, P2X5 
Rata No determinada 
(Greenwood y cols., 1997; Brandle y 
cols., 1998; Wheeler-Schilling y cols., 
2001; Puthussery y cols., 2006) 
P2X7 Ratón 
Incremento de la 
[Ca
2+
]i 
(Brandle y cols., 1998; Franke y cols., 
2005; Zhang y cols., 2006; Reigada y 
cols., 2008; Mitchell y cols., 2009; Hu y 
cols., 2010; Vessey y Fletcher, 2012)  
P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6 
Conejo, rata 
y macaco 
No determinada 
(Cowlen y cols., 2003; Fries y cols., 
2004a) 
Astrocitos y células de Müller 
P2X7 Humano 
Incremento de la 
síntesis de ADN 
(Pannicke y cols., 2000; Bringmann y 
cols., 2001) 
P2Y2 Cobaya  
Incremento de la 
síntesis de ADN 
(Moll y cols., 2002; Milenkovic y cols., 
2003) 
        Tabla 4. Expresión de los receptores purinérgicos en la retina.  
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Apoptosis neuronal 
Las enfermedades retinianas hereditarias causan aumento de los niveles 
extracelulares de ATP que pueden originar la apoptosis de los fotorreceptores. De 
hecho, se ha demostrado que la sobreexpresión de los receptores P2X7 en los 
fotorreceptores en un modelo de retinitis pigmentosa media la apoptosis de los mismos 
(Franke y cols., 2005). Estos resultados implican que los receptores P2X7 tienen un 
papel en la regulación de la función de los fotorreceptores. Por otra parte, la aplicación 
de inyecciones intravítreas de ATP mostraron una rápida pérdida de fotorreceptores, 
cuyo efecto puede ser revertido mediante co-inyección con antagonistas P2X, PPADS y 
BBG (Franke y cols., 2005; Puthussery y Fletcher, 2009; Notomi y cols., 2011), de 
modo que la expresión de los receptores P2X7 en los fotorreceptores podrían tener 
importantes aplicaciones de integridad de los mismos.  
Además del papel del receptor P2X7 en la apoptosis selectiva de los 
fotorreceptores, numerosos estudios se han centrado en analizar el papel de este receptor 
en la apoptosis de las CGR (Zhang y cols., 2005; Zhang y cols., 2006). En estudios in 
vitro se ha demostrado que el ATP desencadena la apoptosis de las células ganglionares 
a través de la activación del receptor P2X7 (Zhang y cols., 2005). Por otra parte, la 
hipoxia y el aumento agudo de presión hidrostática inducen la muerte de las células 
ganglionares de la retina debido al aumento de ATP extracelular, que activa P2X7 
(Resta y cols., 2007; Sugiyama y cols., 2010) a diferencia de lo encontrado cuando se 
bloquea dicho receptor con BBG (Resta y cols., 2007). 
Regulación del volumen y proliferación de las células de Müller  
Por otra parte, también ha sido posible demostrar las funciones que ejercen otros 
receptores de tipo P2Y en las células de Müller. Los receptores P2Y están involucrados 
en la regulación del volumen celular de las células de  Müller probablemente a través de 
la activación de los receptores P2Y4 y P2Y6 (Uckermann y cols., 2006; Iandiev y cols., 
2007; Wurm y cols., 2010). Así como también la señalización autocrina vía P2Y1 
contribuye a la homeostasis del volumen de espacio extracelular. Por lo tanto, estos 
receptores pueden ser interesantes como dianas terapéuticas para el tratamiento de 
enfermedades de la retina acompañada de procesos isquémicos o hipóxicos. Además, se 
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ha demostrado en cobaya el efecto mitogénico del ATP en las células de Müller 
mediante activación de receptores P2Y (Moll y cols., 2002; Milenkovic y cols., 2003). 
Regulación de los pericitos de la retina  
El ATP actúa como una molécula vasoactiva en la regulación de la función de 
los pericitos ubicados en los microvasos de la retina de rata (Kawamura y cols., 2003) y 
conejo (Sugiyama y cols., 2006). El ATP, mediante la activación del receptor P2X7 
actúa como un vasoconstrictor disminuyendo la velocidad de la sangre del sistema 
vascular de la retina. Un efecto similar sucede cuando se induce la estimulación del 
receptor P2Y4 mediante UTP originando contracciones de los pericitos retinianos 
(Kawamura y cols., 2003). Además, se ha demostrado en un modelo de retinopatía 
diabética que la vasotoxicidad originada por ATP podría ser mejorada mediante la 
inhibición mediada por el receptor P2Y4 (Sugiyama y cols., 2005) disminuyendo la 
muerte de los percitos vía activación P2X7. 
Desprendimiento de retina. Epitelio pigmentado de la retina 
Las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) pueden liberar ATP al 
espacio subretinal y actuar como una señal de autocrina o paracrina mediante la 
estimulación de los receptores P2 (Mitchell, 2001; Eldred y cols., 2003; Reigada y cols., 
2005). Los efectos del ATP, ADP, UTP están mediados a través de diferentes receptores 
P2 en células del EPR. Por otra parte, ATP y UTP puede desencadenar la liberación de 
ATP por células del EPR, actuando así como amplificadores de señal (Mitchell, 2001; 
Reigada y cols., 2005). Por otro lado, se ha demostrado la expresión de 
ectonucleotidasas en células humanas ARPE-19 (Reigada y cols., 2005; Mitchell y 
Reigada, 2008). Estas enzimas están implicadas en la degradación de ATP a ADP, 
cuyos efectos están mediados por los receptores P2Y1 y P2Y12 (Reigada y cols., 2005), 
posiblemente implicadas en la regulación del equilibrio de los niveles de nucleótidos en 
el espacio subretinal.  
En el desprendimiento de retina, se produce una desregulación transepitelial de 
nutrientes, agua e iones, acumulándose en el espacio subretiniano, La activación de 
P2Y2, mediante ATP o UTP, produce regulación del flujo de fluidos en la dirección 
apical a la baso-lateral en monocapas de EPR en un modelo bovino (Peterson y cols., 
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1997) y de rata (Maminishkis y cols., 2002). De hecho, la realización de inyecciones 
intravítreas con INS37217, agonista de P2Y2, mejoran la reabsorción del fluido y la 
inserción de la retina en modelos degenerativos de retina con conejo y rata 
(Maminishkis y cols., 2002; Meyer y cols., 2002). Por lo que dicho receptor podría 
establecerse como una posible diana terapéutica en esta patología ocular. 
El receptor P2X7 en el glaucoma  
Como ya se comentó anteriormente, las CGR expresan múltiples receptores P2 y 
receptores de adenosina. La presencia de los receptores purinérgicos en condiciones no 
patológicas, pone de manifiesto la participación de éstos en funciones fisiológicas de la 
retina. Sin embargo, la activación de algunos de estos receptores está implicada en 
procesos de neurodegeneración.  
La presencia del receptor P2X7 se ha demostrado en diferentes tipos neuronales 
de la retina en roedores y primates (Wheeler-Schilling y cols., 2001; Ishii y cols., 2003; 
Puthussery y Fletcher, 2004; Puthussery y cols., 2006; Vessey y Fletcher, 2012), células 
microgliales (Franke y cols., 2005; Vessey y Fletcher, 2012) y en los astrocitos (Vessey 
y Fletcher, 2012). El receptor P2X7 se expresa en diferentes capas de la retina y se ha 
implicado en las enfermedades neurodegenerativas incluyendo reacciones 
neuroimmunes y procesos neuroinflamatorios (Skaper y cols., 2010; Weisman y cols., 
2012; Catanzaro y cols., 2014). Los estudios electrofisiológicos, farmacológicos e 
inmunológicos evidencian la presencia y el papel de los receptores P2X7 también en 
funciones neuronales. La estimulación de los receptores P2X7 con el agonista BzATP 
induce la muerte de CGR mediante un aumento de calcio intracelular y la activación de 
caspasas (Zhang y cols., 2005), mientras que inyecciones intravítreas de BzATP 
originan la muerte celular de las mismas in vivo (Hu y cols., 2010). En ambos casos, el 
antagonismo del receptor revierte la muerte neuronal. Recientemente, se demostró la 
muerte de las CGR mediada por el receptor P2X7 en un modelo de sección de nervio 
óptico (Kakurai y cols., 2013) y en explantes de retina humana (Niyadurupola y cols., 
2011; Niyadurupola y cols., 2013). Además, el antagonismo de los receptores P2X7 
disminuyó la muerte de CGR desencadenada por isquemia inducida (privación de 
oxígeno y glucosa) en un modelo de explante de retina humana (Niyadurupola y cols., 
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2013). Esto sugiere que el estrés metabólico da lugar a la liberación de ATP pudiendo 
desencadenar la excitotoxicidad mediada por la activación del receptor P2X7. 
Hay numerosos estudios que vinculan la activación de este receptor con la 
expresión de citoquinas inflamatorias. La aplicación de agonistas del receptor P2X7 
aumentan la liberación de interleuquina IL-1β, IL-6 y el factor de necrosis tumoral 
TNF-α, , este aumento podría estar relacionado con la muerte de CGR, cuando los 
receptores P2X7 están incrementados por un aumento en la PIO (Sugiyama y cols., 
2013).  
Por otro lado, se ha demostrado como la adenosina producida por la de-
fosforilación del ATP extracelular puede equilibrar los efectos patológicos del receptor 
P2X7 en CGR. La adenosina modula directamente la función de las CGR y confiere 
neuroprotección general a través de los receptores A1 (Hartwick y cols., 2004), a través 
de los receptores de adenosina A3, para prevenir el daño inducido por el receptor P2X7 
(Zhang y cols., 2006). 
 
5. PROTEÍNAS QUINASAS ACTIVADAS POR MITÓGENOS. 
Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAP quinasas o MAPKs) son 
una familia de serina-treonina quinasas altamente conservadas que se encargan de 
transmitir señales generadas por distintos estímulos como factores de crecimiento, 
citoquinas o estrés. De esta forma, regulan numerosos procesos celulares como la 
supervivencia, proliferación, diferenciación, respuestas metabólicas y procesos celulares 
involucrados en la regulación de la homeostasis del organismo, entre otros (Nebreda y 
Porras, 2000; Cuenda y Rousseau, 2007). Sin embargo, la desregulación de la actividad 
de las MAP quinasas, está implicada en diferentes procesos patológicos entre los que se 
incluyen la inflamación, diferenciación, respuesta al estrés y apoptosis.  
La activación de las MAPKs compromete una cascada de fosforilaciones que se 
inician por estímulos extracelulares que inciden a través de receptores específicos, y 
transmiten la señal a distintos tipos de mediadores intracelulares que se van activando 
mediante procesos de fosforilación de manera secuencial 
(MAPKKK→MAPKK→MAPK) hasta que, finalmente activan a sus dianas por 
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fosforilación dual en una treonina y una tirosina (Cohen y cols., 1997; English y cols., 
1999). Sus sustratos son tanto sustratos citosólicos como nucleares, entre éstos últimos 
se incluyen importantes factores de transcripción, y de esta manera impactan en el 
programa genético celular y el control de decisiones.  
La superfamilia de las MAPKs puede, a su vez, subdividirse en varias familias: 
- ERKs (“Extracellular Signals Regulated Kinases”): activadas en respuesta a mitógenos 
y factores de crecimiento y otras señales extracelulares (ésteres de forbol), regulan 
procesos de proliferación y diferenciación. Se activan por MEK1/2 (Raman y cols., 
2007). 
- MAPKs de estrés, que engloban a dos familias: los estímulos de estrés y procesos 
inflamatorios constituye el principal desencadenantes delas siguientes subfamilias que 
están involucradas en el balance supervivencia/apoptosis o diferenciación. 
JNKs (C-Jun N-terminal Kinases”). Activadas por MKK 4/7 (Weston y Davis, 
2007).  
p38 MAPKs. Son activadas por MKK3/6/4 (Cuenda y Rousseau, 2007; Raman y 
cols., 2007).  
-Familia de ERK5, juega un papel en el músculo y se activa por MEK5 en respuesta a 
EGF. 
-Familia de las MAPK atípicas, englobaría MAPK menos conocidas: Familia ERK3/4, 
NLK, ERK7, ERK8 (Bogoyevitch y Court, 2004; Coulombe y Meloche, 2007). 
A continuación, se detallarán dos de los miembros de la familia de las MAPK, 
estudiadas a lo largo del trabajo experimental realizado en esta Tesis Doctoral.  
5.1 Proteínas p38-MAPK (MAP quinasas p38). 
Las p38 MAPKs (α, β, γ, δ) pueden ser activadas en respuesta a una gran 
variedad de estímulos de estrés (cambios en la osmolaridad, radiación UV, agentes 
patógenos,  estrés oxidativo, hipoxia, etc) y citoquinas pro-inflamatorias. (TNF-α o 
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IL1). No obstante, también pueden ser activadas por otros tipos de estímulos, incluidos 
los factores de crecimiento.  
La cascada principal de activación de las p38 MAPKs está formada por las 
siguientes quinasas: las MAPKKKs que incluyen la familia de las MEK quinasas 
principalmene la MEKK1-4, MTK1, MLK3, la quinasa reguladora de apoptosis ASK1 
y la TGF-β quinasa 1 (TAK-1), cuya actividad viene determinada por los distintos tipos 
de estímulos, como es el caso de MTK1, que sólo podría mediar en la señalización 
inducida por estrés y no por citoquinas. Una vez que las MAPKKKs están activas 
fosforilan en residuos de serina y treonina a la MEK3 y a la MEK6 (MAPKKs), que van 
a ser del tipo MKK6 y MKK3. Cabe resaltar que ambas MAPKKs no ofrecen las 
mismas funciones atribuidas a la p38-MAPK. Por ejemplo, se ha visto que en la 
apoptosis de células T se requiere la actividad de MKK3 pero no así la de MKK6 
(Tanaka y cols., 2002). Distintos estudios in vitro e in vivo demuestran que aunque 
MKK4 activa preferentemente a la JNK, también es capaz de contribuir a la activación 
de p38-MAPK (Jiang y cols., 1997; Brancho y cols., 2003). Las proteínas p38-MAPK 
activas fosforilan a un gran número de sustratos celulares, entre ellos los  factores de 
transcripción como ATF-2, CHOP-1, CREB, MEF-2, p53 y Elk1 participando de esta 
forma en la regulación transcripcional necesaria para llevar a cabo la respuesta celular a 
estímulos de estrés (Takeda y Ichijo, 2002). Además, también fosforilan proteínas 
quinasas MNK (MNK1 y MNK2), MSK1, PRAK, MAPKAPK-2/3/5.  
La ruta de señalización de las p38 MAPKs está implicada en numerosas 
funciones celulares como son las repuestas al estrés, apoptosis, proliferación, 
diferenciación, migración y otros procesos implicados en el desarrollo (Nebreda y 
Porras, 2000; Ono y Han, 2000). Por otro lado, en función del tipo celular y dele 
estímulo, estas quinasas pueden llegar a ejercer efectos opuestos, induciendo o 
inhibiendo la apoptosis (Liu y cols., 2001; Porras y cols., 2004).  
5.2 Proteínas JNK (quinasas c-Jun N-terminal). 
Esta proteína quinasa se denominó proteína quinasa activada por estrés (SAPK) 
debido a que se activaba por estímulos nocivos como el calor, radiación, estrés 
oxidativos, citoquinas, agentes que dañan ADN e inhibidores de la síntesis de proteínas, 
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como la anisomicina y la cicloheximida (Kyriakis y Avruch, 2001). Además también se 
la conoce como JNK porque fosforila el dominio N-terminal de transactivación del 
factor de transcripción c-Jun (Hibi y cols., 1993). El grupo de proteínas JNK está 
formado por diez o más isoformas de las que están bien caracterizadas las JNK1, 2 y 3. 
Al igual que en el caso de las p38, su vía de señalización es activada iniciándose 
a partir de la activación de proteínas MAPKKKs, como ASK1, HPK1, MLK-3, 
MKKK1-4, TAK-1 y TPL-2, las cuales fosforilan a las MAPKKs denominadas MKK4 
y MKK7, que son las que finalmente activan a las proteínas JNK. La ruta de las JNKs 
también está regulada por proteínas “scaffold” tales como JIP, β-arrestina y JSAP1 
(McDonald y cols., 2000). Una vez activas las JNKs pueden fosforilar a diferentes 
proteínas nucleares y citoplasmáticas. El principal sustrato de las JNKs es el factor de 
transcripción inducible c-Jun, aunque también puede activar otros como ATF-2, Elk-1, 
MEF-2c, p5, STAT3 y c-Myc, así como sustratos no transcripcionales, entre los que se 
encuentran proteínas del citoesqueleto, a Bim, a Bcl-2 y Bcl-xL y al receptor de 
glucocorticoides (Davis, 2000). 
La ruta de señalización de las JNKs participa en muchos procesos celulares 
logrando mediar en funciones como proliferación celular (Zhang y Liu, 2002), 
supervivencia o respuesta inmune, entre otras. En el sistema nervioso, las JNKs han 
sido consideradas principalmente activadoras de la apoptosis dependiendo de las 
condiciones celulares y del tipo de estímulo. Además las JNKs pueden incrementar la 
fosforilación de la proteína asociada a microtúbulos Tau, lo que parece ser uno de los 
fenómenos típicos en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 
Alzheimer (Reynolds y cols., 1997). Por otro lado, las JNKs fosforilan las cadenas 
pesadas de neurofilamentos con el consiguiente incremento de la vulnerabilidad al 
estrés de las neuronas (Giasson y Mushynski, 1997). 
6. MUERTE CELULAR PROGRAMADA: APOPTOSIS. 
A principios de los años 70, Kerr, Wyllie y Curie observaron un tipo de muerte 
celular morfológicamente distinta a la muerte celular por necrosis, a la que denominaron 
apoptosis (Kerr y cols., 1972; Wyllie y cols., 1980). La apoptosis se caracteriza por una 
serie de alteraciones secuenciales que tienen lugar en un periodo de tiempo más largo y, 
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que afecta únicamente a cada célula individual. A diferencia de la necrosis, el termino 
apoptosis, no implica una pérdida de la integridad de la membrana celular, componentes 
subcelulares y nucleares, sino que se lleva a cabo a través de cambios morfológicos 
diferentes. Posteriormente, este tipo de muerte celular se englobó dentro de la 
denominada “muerte celular programada” PCD, proceso que implicaba la participación 
activa de los componentes de la célula en su muerte, sin implicar que se desencadenen 
todos los cambios morfológicos descritos en el proceso apoptótico.  
La función principal de la apoptosis es la eliminación selectiva de  una célula, 
evitando, el daño a las células adyacentes. Por este motivo, una de las características 
inherentes a este tipo de muerte celular es el mantenimiento integro de la membrana 
plasmática hasta estados avanzados de daño celular. Durante el proceso de apoptosis, se 
produce la condensación citoplasmática y la célula reduce su volumen celular debido a 
la inhibición del sistema de co-transporte Na
+
-K
+
-Cl
-
 (Okada y Maeno, 2001). Además, 
este proceso va ligado a una serie de alteraciones bioquímicas que involucran la 
externalización de la fosfatidilserina, presente en la cara interna de la membrana 
plasmática. De este modo, la célula será reconocible por los macrófagos. 
Otro rasgo distintivo de la apoptosis es la condensación y posterior 
fragmentación nuclear del ADN en fragmentos oligonucleosomales, eliminando la 
posibilidad de replicación celular. Sin embargo, el evento bioquímico más relevante 
observado durante la apoptosis es la activación (mediante ruptura específica) de un 
conjunto de proteínas, la familia de cisteín-proteasas denominadas caspasas. Se 
encargan del desmantelamiento celular y la generación de invaginaciones de la 
membrana plasmática dando lugar a los denominados, cuerpos apoptóticos que 
contienen restos citoplasmáticos. Posteriormente, serán fagocitados macrófagos 
impidiendo el desarrollo de una respuesta inflamatoria que dañe a las células más 
cercanas. Esta característica es fundamental para evitar el daño tisular que originaría la 
liberación al medio extracelular del contenido citoplasmático de las células que mueren 
durante la vida del ser humano.  
La apoptosis desempeña un papel crucial durante el desarrollo embrionario, 
especialmente en el desarrollo del sistema nervioso produciéndose la muerte neuronal 
fisiológica de poblaciones celulares (Wyllie, 1988). En el organismo adulto, una 
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activación inapropiada de la apoptosis contribuye al desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas como el Parkinson, la esclerosis múltiple o la esclerosis lateral 
amiotrófica, así como a varias formas de degeneración cerebelar, atrofia muscular 
espinal y la enfermedad de Alzheimer (Barinaga, 1993). Por el contrario una resistencia 
celular a la apoptosis es una de las características que contribuyen a la generación de 
tumores y también puede ser la causa de algunas enfermedades autoinmunes.  Por lo 
tanto, el balance entre los mecanismos de activación e inhibición de las caspasas juegan 
un papel importante en el desarrollo de patologías.  
Existen tres rutas de inducción de la apoptosis: la vía de los receptores de 
muerte, la vía mitocondrial y la ruta por estrés del retículo endoplasmático, que en 
muchos casos convergen en la mitocondria. Los efectores (ausencia de factores de 
crecimiento, ligandos específicos, daños en el ADN o cambios en la concentración de 
calcio intra o extracelular,  entre otros) actuarán en un punto específico de las distintas 
vías de transducción, implicando un daño celular irreparable, al que la célula responde 
con el inicio del proceso apoptótico.  
6.1 Las caspasas.  
Las caspasas (cisteín aspartato proteasas) son proteasas que producen cortes en 
proteínas después de un residuo aspártico, y tienen un centro activo muy conservado. Se 
pueden dividir en caspasas iniciadoras o efectoras. Las iniciadoras (caspasas 8 y 9) son 
las primeras en activarse y actúan sobre las formas inactivas de las caspasas efectoras 
(como la caspasa-3). Las caspasas actúan en cascada y como sustrato final tienen a 
proteínas que van a producir cambios morfológicos de muerte celular (Thornberry y 
Lazebnik, 1998). 
Las caspasas se sintetizan en forma de zimógenos (pro-enzimas inactivos) y 
necesitan una activación proteolítica. Están formadas por un prodominio N-terminal 
seguido de una subunidad larga p20 (17-21 kDa) y otra corta p10 (10-13 kDa). La 
activación supone un corte entre la subunidad larga y la pequeña y la eliminación del 
pre-dominio, lo cual da como resultado una enzima activa heterodimérica. Esto 
heterodímeros se asocian para formar tetrámeros como en el caso de la caspasa-3 
(Wilson y cols., 1994; Rotonda y cols., 1996). Mediante este dominio se produce la 
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unión de las pro-caspasas a los receptores de muerte para el ensamblaje de complejos 
activadores de caspasas, por tanto, este dominio regula su actividad y además sirve para 
la homodimerización.  
Estas proteasas son responsables entre otras cosas, de la inactivación de las 
proteínas del citoesqueleto, la eliminación de contactos celulares, el desmantelamiento 
de la lámina nuclear, la inhibición de la replicación y de las señales de supervivencia o 
la activación de las endonucleasas encargadas de la degradación del ADN.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS. 
En el desarrollo de esta tesis doctoral, se han tenido en cuenta resultados de 
estudios previos realizados, a partir de los cuales, se establecieron objetivos específicos 
para poder dilucidar posibles bases moleculares implicadas en el proceso de 
neurodegeneración de la retina en el modelo de glaucoma del ratón DBA/2J. Schlamp 
(2006) y Buckinham  (2008), describieron el daño axonal y, la concomitante muerte de 
las células ganglionares de la retina, sosteniendo un posible déficit funcional (Nagaraju 
y cols., 2007; Porciatti y cols., 2007; Heiduschka y cols., 2010). Por otro lado, 
diferentes autores (Zhang y cols., 2005; Agudo y cols., 2009) demostraron en diferentes 
modelos de glaucoma que la muerte celular originada en esta población neuronal se 
producía mediante la activación de un proceso apoptótico.  
La hipótesis general llevada a cabo durante la presente tesis doctoral, consistió 
en determinar si el receptor P2X7 estaba involucrado en el proceso fisiológico de 
muerte celular de un modelo de glaucoma y, los mecanismos involucrados en el mismo. 
Para ello, se realizó previamente una caracterización funcional y molecular del modelo 
animal. Además, se evaluó si la degeneración retiniana durante el progreso de la 
patología podía ser atenuada por antagonismo de dicho receptor. 
 Para la consecución de la misma se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Caracterizar funcionalmente la retina de un modelo murino de glaucoma: El 
ratón DBA/2J. 
Inicialmente, para poder estudiar los mecanismos involucrados en el proceso de muerte 
celular se llevará a cabo la caracterización electrofisiológica de la retina del ratón 
glaucomatoso. Para ello, se realizará un seguimiento de la evolución de la patología. 
2. Determinar los niveles de nucleótidos en el glaucoma. 
Una vez establecido el intervalo temporal en el cual se produce la disfunción retiniana,  
se evaluarán los niveles de ATP y Ap4A como parte del estudio de la neurotransmisión 
mediada por el mismo.  
 
 
 
 
 
78 
 
                Objetivos 
3. Caracterizar a nivel molecular la retina del ratón DBA/2J.  
Además de la evaluación de los niveles de nucleótidos en el modelo animal, se 
analizarán diferentes marcadores neuronales en las retinas glaucomatosas. Así como se 
caracterizarán la expresión del receptor P2X7, el transportador vesicular de nucleótidos 
(VNUT) y la ecto-fosfodiesterasa (NPP1). 
4. Identificar morfológicamente la muerte de las células ganglionares de la retina. 
Se analizará la población neuronal afectada por el desarrollo de la degeneración 
glaucomatosa y su distribución.  
5. Caracterizar el proceso de muerte celular y su regulación durante la 
neurodegeneración retiniana en estudios “in vivo” e “in vitro”. Implicación del 
receptor P2X7. 
Se estudiarán las posibles vías de señalización intracelular, desencadenadas por 
activación del receptor P2X7, involucradas en el proceso de muerte celular programada.  
6. Analizar el antagonismo del receptor P2X7 sobre la degeneración de la retina 
“in vivo e “in vitro”. 
En este punto del desarrollo experimental, se intentará vincular la implicación del 
receptor P2X7 como mediador de la muerte celular de las CG. Si es así, se comprobará 
que el antagonismo del receptor podría revertir la situación y, determinar en qué 
medida.  
7. Realizar un estudio comparativo de un modelo de enfermedad de Alzheimer 
con la degeneración glaucomatosa. 
Tal y como había descrito previamente Goldblum (2007), se establecerá como objetivo 
final analizar algunos de los puntos anteriormente estudiados en el modelo de ratón de 
enfermedad de Alzheimer.  
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   MATERIAL  
Y MÉTODOS 
  
 
 
 
 
   
81 
  
             Material y métodos 
 
MATERIAL 
1. REACTIVOS Y PRODUCTOS QUÍMICOS. 
A continuación, se muestran los reactivos utilizados, así como las casas 
comerciales, en base a las diferentes técnicas llevadas a cabo para la experimentación 
del presente trabajo. 
CATEGORIA Y USO PRODUCTO 
MODELO 
(casa comercial) 
Anestesia Ketamina (Ketamidor
®
, 100 mg/ml) Richter pharma 
 Pentobarbital sódico (Dolethal
®
, 200 mg/ml) Vétoquinol 
 Hidrocloruro de Xylacina (Rompun
®
) 2% Bayer 
   
Actividad enzimática Caspase-3 Fluorescence  Assay Cayman  
Citometría Muse
TM
 Caspase-3/7  Millipore 
   
Cultivos Alcohol isopropilico (2-propanol) Merck 
 Aminoácidos, NaHCO3, DMEM, DMSO, EDTA , 
Glucosa,  L-glutamina, MEM Vitaminas 
Sigma-Aldrich 
 Gentamicina, Tripsina Life Technologies 
 Suero de ternera Hyclone  
   
Ensayos viabilidad MTT Sigma-Aldrich 
ERG Methocel 2 % Novartis 
 Tropicamida (Colircusi tropicamidar® 1%) Culircusi, Alcon Cusi 
Farmacología   
Agonistas purinérgicos ATP, AP4A, BzATP, UTP Sigma-Aldrich 
Antagonistas A438079, BBG Sigma-Aldrich 
   
HPLC Acetonitrilo Scharlau 
 TCA, KCl, KOH Panreac 
 KH2PO4 Merck 
 TBA Sigma-Aldrich 
 Suramina Tocris 
Inmunoblot (WB)   
Extracción y 
cuantificacion  
Aprotinina, leupeptina; NaF; Na3VO4; pepstatina 
A; PSA; PMSF; SDS. 
Sigma-Aldrich 
 Reactivo de Bradford Bio -Rad 
 BSA, BCA protein assay Kit, Halt Protease 
Inhibitor Cocktail Plus 
Thermo Scientific 
 NP-40 
TM
 Fluka 
Electroforesis y 
transferencia 
Acrilamida-bis-acrilamida, β-mercaptoetanol,  
patrones de peso molecular conocido, leche 
(Blotting Grade Blocker),Temed 
Bio -Rad 
 Membranas de nitrocelulosa, Reactivos de 
detección quimiluminiscente, películas 
autorradiografía  
Amersham 
 Metanol, Tween-20 Merck 
 Persulfato amónico, azul de bromofenol, glicina; 
trizma base, SDS, Glicina 
Sigma-Aldrich 
 82 
 
         Material y métodos 
Inmunodetección 
(ELISA) 
Kit P38 alpha (Thr180/Tyr182) In-cell Abcam 
 Kit JNK alpha (Thr183/Tyr185) In-cell Abcam 
Inmunohistoquímica Ioduro de propidio; p-formaldehído,  
Tritón 
TM
 X-100 
Sigma-Aldrich 
 Medio de montaje Vectashield Vector Lab 
 Sacarosa Merck 
 Suero de burro; suero de cabra Jackson  
 Tissue-Tek
®
. O.C.T.
TM 
Compound Sakura 
   
PCR Agarosa BioTools 
 Agua para Biología Molecular, Bromuro de 
Etidio 
Sigma 
Genotipado Advantage
®
2 PCR Enzyme System Clontech 
 GentraPuregene Mouse kit Quiagen 
 Primers Sigma 
 Gen Ruler
TM
 100bp DNA ladder, Orange Loading 
Dye 6x 
Fermentas, Life 
Sciences 
 RNAlater, Rnase Zap Ambion 
Expresión mARN   
 Ribogreen
® 
RNA Quantitativon reagent and kit Molecular Probes 
 Superscript
 TM
III First-Strand Systesis System for 
RT-PCR 
Invitrogen (Life 
Technologies) 
 Total RNA and Protein Isolation Nucleospin
® 
RNA 
Macherey-Nagel 
   
Marcaje retrógrado Trazador neuronal fluorescente (OHSt) Molecular Probes 
 
                        Tabla I. Relación de los principales reactivos y compuesto químicos utilizados. 
 
1.1 Soluciones generales y tampones.  
Los medios de cultivo, tampones y disoluciones generales se prepararon en agua 
desionizada de alta calidad y pureza obtenida con un equipo de filtración Milli-Q Water 
Purification System de Millipore. Las soluciones o muestras que debían mantenerse a 
4ºC, -20º y -80º C se conservaron en  frigoríficos Daewoo, Liebehrr y Bosch. A 
continuación, se muestra una tabla correspondiente a soluciones generales. Los 
tampones específicos para técnicas que requieren un mayor detalle se mostrarán a lo 
largo del desarrollo de las mismas (ver secciones más adelante). 
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TAMPONES COMPOSICIÓN 
 
PBS 10 X pH 7.3 NaCl (1.37 mM); KCl (26.8 mM); Na2HPO4 (81 mM) 
 
TBS 10 X pH 7.6 Trizma HCl (0.2M); NaCl (1.369 M), HCl 37% 
 
Ringer pH 7.4 NaCl (135 mM); KCl (5 mM); MgCl2 (1 mM); CaCl2 (1 mM); HEPES (10 
Mm); Glucosa (10 mM) 
 
Locke 7.4 NaCl (140 mM); KCl (4.7 mM); CaCl2 (2.5 mM); MgSO4 (1.2 mM); KH2PO4 
(1.2 mM);  HEPES (10 Mm); Glucosa (5.5 mM) 
 
DMEM NaHCO3 (27 mM), Suero de ternera (10%), aminoácidos (1%), MEM 
vitaminas (1%), L-glutamina (2 mM), gentamicina (0.21 mM) 
 
CMF NaCl (150 mM), Na2HPO4 7 H2O (2.25 mM), KCl (2.68 mM), KH2PO4 (1.47 
mM), NaHCO3 (25.95 mM) 
 
CMF-EDTA EDTA (0.68 mM), glucosa (5.55 mM), gentamicina (0.1mM) 
 
PFA 4% en PB 4% PFA en PB; PB (36% Na2HPO4  0.2 (M); 14% NaHPO4 0.2 (M) 
 
TAE Tris-acetato 0.04 (M); EDTA 0.001(M) 
 
Medio montaje  
(Montajes a plano) 
Na2CO3 0.1 (M) pH 9; Fenilendiamina 0.04% 
 
Sacarosa 33% 33% Sacarosa en PBS1x 
                             Tabla II. Soluciones y tampones generales. 
2. INSTRUMENTACIÓN Y EQUIPAMIENTO. 
2.1 General. 
A continuación, se muestran la instrumentación necesaria y/o equipamiento 
especificados dentro de cada una de las metodologías empleadas a lo largo del trabajo 
de investigación llevado a cabo.  
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CATEGORÍA Y USO INSTRUMENTACIÓN 
MODELO (CASA 
COMERCIAL) 
Instrumentación general Agitador de balanceo Sky Line S-4 (Biogen) 
 Balanza de precisión A5100 (Mettler) 
 Calentador termobloque Labnet 
 Centrífugas mesa Heraeus Biofuge 
 Centrífuga refrigerada Kubota 6500 (Kubota) 
 Estereomicroscopio CL 1500 ECO (Zeiss) 
 Lámpara de hendidura Topcon SL-8Z (Topcon) 
 Lector de Placas Power Wave XS2 (Biotek) 
   
 Microfuga Labnet 
 pHmetro GLP-21 (Crison) 
 Pipetas automáticas Eppendorf/Gilson 
 Tonómetro de rebote Tonolab Tiolat Oy 
 Sonicador ultrasónico Selecta 
 Vórtex Heidolph 
   
Citometría Muse
TM
 Cell Analyzer Millipore 
Cultivos celulares Autoclave Trade Raypa 
 Baño termostatizado Bunsen 
 Botellas F25-75 Cultek 
 Cámara Neubauer Brand GMBH (Nessler) 
 Campana flujo laminar horiz Heraeus 
 Contenedor congelación celulas Nalgene 
 Filtros Acrocap 0.20 um Pall Corporation 
 Incubador Heracell (Heraeus) 
 Jeringas esteriles BD Plastipak 
 Pipetas de aspiración Cultek 
 Placas 1,6,24, 96 pocillos ThermoFisher Scientific 
ERG Amplificador CPS11 AC (Grass Instruments) 
 Electrodo de registro Burien-
Allen 
Hansen Ophthalmic 
Development 
 Fuente alimentación CIBERTEC 
 Fotómetro Mavo Monitor USB Gossen 
 LEDs RS-Amidata 
 Manta calefactora Phelton Shepherd 
Expresión génica Cubeta Horizontal Mini Enduro 96-11 
(Biogen) 
 Fuente  PowerPac (Biogen) 
 
 Lector de placas fluorescencia Fluoroskan Ascent FL (Thermo) 
 Termociclador Mastercycler (Eppendor) 
HPLC Bomba flujo isocrático 1515 (Waters) 
 Columna C18 (5 µm) Hyperchrome (Scharlau) 
 Cubreobjetos Marienfeld GmbH&Co 
 Espectrofotómetro UV-VIS 2487 (Waters) 
 Jeringas Hamilton SGE Analytical Science 
 Precolumna (5 µm) Kromaphase (Scharlau) 
Microfluorimetría Cámara perfusión RC-20H (Warner Instruments) 
 Cámara ORCA-ER C47 42-80 Hamatmasu 
 Microscopio epifluorescencia TE-200 Nikon  
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Técnicas inmunológicas 
 
Inmunofluorescencia Cámara Axiocam ICc1 (Zeiss) 
 Criostato CM1850 (Leica) 
 Microscopio de fluorescencia Zeiss Axiovert 200M LSM 5 
Pascal (Zeiss) 
   
 Portas y cubreobjetos Thermo Scientific/Menzel-
Gläser 
Inmunotrasferencia Pellet Pestle Motor Cordless (Kimble Chase) 
 Sistema de electroforesis Mini protean 
® 
3 Cell (Bio-Rad) 
 Sistema de transferencia Mini-Trans Blot Electrophoretic 
Transfer Cell 
 Equipo densitometrado Gel Logic 200 ImaginG System 
(Kodak) 
Marcaje retrógrado Fresadora Free-Wheeler, Cordless Moto-
tol, Model 850; Dremel 
 Bomba de vacío Ordisi 
 Esponja de gelatina Espongostan® Film, Ferrosan 
 Microscopio quirúrgico  OPMI-11-FC (Zeiss) 
 Microscopio de fluorescencia  Axioscop 2 Plus; Zeiss 
 
                 Tabla III. Relación de instrumentación y equipamiento general utilizado. 
2.2 Electrofisiología. 
Los experimentos de registro para la detección de la actividad funcional de la 
retina se realizaron mediante la técnica de Electrorretinograma de campo completo (ver 
apartado 6 de Métodos). Dicha técnica proporciona el registro gráfico de la respuesta 
eléctrica generada por diferentes tipos neuronales de la retina ante un estímulo 
luminoso. El equipo utilizado reúne las indicaciones especificadas de la Sociedad 
Internacional para la Electrofisiología Clínica de la Visión (International for Clinical 
Electrophysiology of Vision, ISCEV) para la realización de las medidas 
electrorretinográficas.  
2.2.1. Equipo de estimulación. 
El equipo de estimulación consta de las diferentes fuentes de iluminación que se 
detallan más adelante y del propio sistema de adquisición de los datos funcionales. 
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2.2.1.1. Fuentes de iluminación. 
Diodo de emisión de luz (LED) 
 Los LEDs son dispositivos electrónicos que emiten una cantidad de luz 
proporcional a la corriente eléctrica que circula por sus polos. Debido al pequeño 
tamaño del ojo de ratón, la utilización de LEDs permite establecer condiciones iso-
luminantes de toda la retina (Viswanathan y cols., 2001). Se emplearon LEDs, cuya 
intensidad fue controlada mediante una fuente de alimentación diseñada por la casa 
CIBERTEC S.A. La iluminación proporcionada por el LED fue medida por un 
fotómetro y ajustada a las necesidades de cada protocolo experimental. 
Campana Ganzfeld 
La campana Ganzfeld, de estructura esférica, garantiza que la luz se distribuya 
de  forma homogénea por todo su interior, mediante múltiples reflexiones de la luz 
generada por diodos emisores de luz (LED). Éstos, proporcionan una amplia gama de 
intensidades lumínicas.  
Electrodos  
Se utilizaron tres tipos de electrodos para poder llevar a cabo la obtención de la 
respuesta electrofisiológica. Un electrodo de tierra conectado a una aguja subcutánea 
situado en la cola del animal. Un electrodo de referencia; una placa de oro dentro de la 
boca del animal y un electrodo de registro Burian-Allen.  
 
Figura 1. Montaje del sistema de registro electrorretinográfico. En el dibujo, se muestra la colocación 
de cada uno de los electrodos en el ratón; EW (electrodo de trabajo o registro), ER (electrodo de 
referencia) junto a la campana Ganzfeld antes de comenzar el protocolo de estimulación.  
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2.2.2. Sistema de adquisición de datos.  
Los destellos de estimulación son proporcionados a través de la campana 
Ganzfeld.  Las señales eléctricas generadas en la retina fueron amplificadas (x1000) y la 
banda se filtró entre 0.3 y 1000 Hz mediante un amplificador. La señal fue digitalizada a 
20 kHz con una tarjeta de adquisición de datos PowerLab (AD Instruments, Chalgrove, 
Reino Unido). La señal finalmente fue representada en la pantalla de un ordenador 
compatible y un software comercial Scope v6.4 de PowerLab. Los estímulos de luz 
fueron calibrados periódicamente con un fotómetro como ya se ha comentado 
previamente.  
2.3 Cromatografía. 
La cromatografía líquida de alta resolución es una técnica que permite separar 
los componentes de una mezcla de sustancias (analitos) en función de las diferentes 
interacciones químicas de los mismos por una fase móvil sometida a elevada presión y 
una fase estacionaria (columna cromatográfica).  
El equipo de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) empleado para la 
determinación de los niveles de ATP constaba de una bomba isocrática, una válvula de 
inyección manual Rheodyne 
®
 (con un “bucle externo” de 10-250 µl) y un detector 
UV/VIS. La columna empleada fue una columna en fase reversa C18 de par iónico (5 
µm tamaño partícula, 150 mm longitud, 4 mm de diámetro interno) tal y como se 
muestra en la figura 2. Para la inyección manual de las muestras en el sistema 
cromatográfico se utilizaron jeringas Hamilton. Se equilibró el sistema cromatográfico, 
y se establecieron, para cada experimento, una fase móvil y un caudal de flujo. La 
técnica utilizada fue la de par iónico. El control y procesamiento de los datos se realizó 
utilizando el software correspondiente (tabla IV).  
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             Figura 2. Equipo de cromatografía líquida de alta resolución. 
 
2.4 Microfluorimetría. 
Para llevar a cabo la determinación de los niveles de calcio intracelular en 
células individuales se utilizaron técnicas fluorimétricas basadas en la utilización de 
sondas fluorescentes permeables a las células. Las determinaciones fluorimétricas para 
las medidas de Ca
2+ 
citosólico en la línea celular R28 se realizaron en un microscopio  
de epifluorescencia acoplado a una cámara ORCA-ER C47 42-80. Los cultivos 
celulares se visualizaron con un objetivo Nikon Plan Fluor 20X con plano de apertura 
fija 0.5. Las preparaciones se excitaron con longitudes de onda de 340 y 380 nm 
seleccionadas con una rueda de filtros Lambda 10-2 de Sutter Instrument Co. Todo el 
equipo se controló por medio del software Metafluor 6.2r & PC software (Universal 
Imaging Corp, Cambridge, UK).  
 
3. SOFTWARE, BASES DE DATOS Y HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS. 
En la siguiente tabla se detallan los principales programas y bases de datos 
utilizados durante el procesamiento de datos del trabajo experimental.  
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HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS USO 
BLAST (NCBI) Bases de datos 
Breeze  Software Cromatografía (HPLC) 
GraphPad Instat
®
 3 Estadística 
Image J (v.1.37, NIH, EE.UU.) 
Adobe Photoshop
®
 CS 8.0.1 (Adobe Systems) 
Programa de procesamiento de imágenes 
Image Pro Plus (IPP, Media Cibernetics) Cuantificación automática de CGR con 
inmunofluorescencia positiva en retinas a plano 
(número total de CGR y densidad de CGR/mm
2
) 
Imaginet 2000Topcon Evaluación de la salud ocular in vivo 
Kodak Molecular Imaging (Kodak) Western-Blot 
Kodak GL200 Imaging System (Kodak) Reacción en cadena de la polimerasa 
Metafluor 6.2r&PC Software Microfluorimetría 
Microcal Origin 7.0 
Office (Microsoft
®
 Office Excel 2010) 
Hoja de cálculo y gráficos 
Muse
®
 Cell Analizer Citometría de flujo 
Pubmed Base de datos bibliográfica 
SigmaPlot
®
 9.0 for Windows
®
 (Systat 
Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). 
Representación gráfica de mapas de isodensidad 
Scope v6.4 Powerlab  Registro electrorretinográfico 
Software Kodak Molecular Imaging (Kodak) Densitometrado de bandas (WB) 
Software LSM 5 Pascal Microscopía confocal 
  
      Tabla IV. Relación de programas y herramientas informáticas.  
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MÉTODOS 
4. MODELOS EXPERIMENTALES. 
4.1 Animales de experimentación. 
En la presente Tesis Doctoral se pretende estudiar la implicación funcional del 
receptor P2X7 en la retina de un modelo de glaucoma. Así como establecer un estudio 
comparativo con un modelo  de neurodegeneración bien establecido de enfermedad de 
Alzheimer. Para ello, la especie animal empleada ha sido el ratón (Mus musculus, L. 
1758). 
4.1.1. Modelos animales y anestesia. 
Los distintos procedimientos experimentales se llevaron a cabo utilizando cuatro 
modelos murinos. Un modelo de degeneración glaucomatosa y un modelo de 
enfermedad de Alzheimer, con sus respectivas cepas control. Todo el mantenimiento, 
procedimientos experimentales y sacrificio se llevó a cabo de acuerdo con la 
declaración para el uso de animales en investigación oftalmológica y de visión (“ARVO 
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research”)  y según la 
normativa establecida en la Unión Europea  (Directiva 2010/63/UE) y en la legislación 
Española (Ley 32/2007, RD 1201/2005 y RD 53/2013 vigentes para el uso y cuidado de 
animales de laboratorio.  
Modelo de degeneración glaucomatosa: El ratón DBA/2J. 
Los experimentos se realizaron en ratones hembra control C57BL/6J y DBA/2J 
obtenidos del distribuidor europeo de Jackson Laboratories Charles Rivers. Los 
animales se mantuvieron a temperatura y luz controlada, con un fotoperiodo artificial de 
12 horas de luz/oscuridad. A todos los animales se les proporcionó comida y agua ad 
libitum. Los experimentos se realizaron en hembras C57 y DBA, ya que las hembras 
mutantes desarrollan antes las manifestaciones fenotípicas que los machos, entre ellas, 
el aumento de PIO (Libby y cols., 2005).  
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En este estudio se emplearon aproximadamente 200 animales mutantes y 200 
controles divididos en grupos correspondientes a diferentes estadios 3, 6, 9, 12, 15 y 23  
meses que fueron objeto de estudio. Se dividieron en grupos en función de las 
necesidades requeridas por cada una de las técnicas empleadas (ver en el capítulo de 
Resultados n empleado para cada experimento). 
Modelo de enfermedad de Alzheimer 
Los experimentos se realizaron en ratones hembra y macho transgénicos B6C3-
Tg (APPswe, PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax (Tg(APP, PSEN1)) y sus respectivos 
controles B3C3F1 obtenidos de Jackson Laboratories. Los animales se mantuvieron a 
temperatura y luz controlada, con un fotoperiodo artificial de 12 horas de luz/oscuridad. 
A todos los animales se les proporcionó comida y agua ad libitum.  
A lo largo del presente trabajo, se emplearon apxoximadamente 200 animales 
mutantes y 200 controles divididos en grupos correspondientes a diferentes estadios 3-5, 
14 y 17 meses que fueron objeto de estudio. 
Inducción anestésica y condiciones de mantenimiento de los ratones 
En las cepas a las que se realizaron medidas de PIO y ERG, los ratones fueron 
pesados y anestesiados mediante inyección intraperitoneal (i.p) de una mezcla de 
Ketamina (95 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) diluídos en solución salina (NaCl 0.9% en 
agua destilada). 
Todas las manipulaciones quirúrgicas se efectuaron bajo anestesia general, 
obtenida por (i.p.) de una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) en 0.1 
ml de suero salino al 0.9%. Las manipulaciones microquirúrgicas se efectuaron con la 
ayuda de un microscopio quirúrgico instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss, 
S.A.) y con el instrumental de microcirugía apropiado. En el postoperatorio,  se les 
aplicó a los animales por vía tópica en la córnea, un ungüento oftalmológico con 
tobramicina (Tobrex®, Alcon-Cusí, S.A., El Masnou, Barcelona, España) para prevenir 
la desecación y lesión corneal. Los animales fueron devueltos a sus jaulas y colocados 
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bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su recuperación de la anestesia y 
posteriormente fueron enviados al animalario, donde permanecieron hasta su sacrificio.       
Los animales fueron sacrificados con una sobredosis i.p. de pentobarbital sódico 
al 20% (Dolethal Vetoquinol
®
 Especialidades Veterinarias, S.A., Alcobendas, Madrid, 
España), de la misma manera que para llevar a cabo la perfusión de los ratones con el 
fin de realizar estudios histológicos. 
4.1.2 Genotipado de los animales. 
Modelo del ratón DBA/2J 
Los ratones DBA/2J tienen dos fenotipos oculares, la atrofia del estroma del iris 
(ISA) y la dispersión del pigmento del iris (IPD)  (Chang y cols., 1999; Anderson y 
cols., 2002) causadas por las mutaciones en los genes Tyrp1 y Gpnmb, respectivamente. 
El genotipado de los animales se llevó a cabo para confirmar la presencia de 
dichas mutaciones y asegurar la manifestación fenotípica correspondiente.  
Tyrp1 (proteína relacionada con tirosinasa1), tiene dos mutaciones sin sentido, 
una de las cuales (nt1151 del RNAm del ratón; GI:13654240) elimina un sitio de 
restricción. Para identificar esta mutación se aisló el ADN genómico a partir de la cola 
del ratón para ser amplificado por reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El 
producto de la PCR (244 pb) se digiere con BbsI (New England BioLabs, Beverly, 
MA).  
Gpnmb (glicoproteína transmembrana NMB), el gen responsable del fenotipo 
IPD, tiene una mutación puntual (C→T) y nt 547 del RNAm (GI: 315429906) que crea 
un codón prematuro de parada insertando un nuevo sitio de restricción. El ADN 
genómico fue usado para amplificar por PCR la región de 483 pb que contiene la 
mutación. La presencia de la mutación se indica por la existencia de dos bandas de 250 
pb y 233 pb productos de la digestión con PvuII (New England BioLabs). 
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Procedimiento experimental 
Los ratones DBA/2J utilizados en este estudio fueron genotipados para 
garantizar la existencia de ambas mutaciones en los genes Tyrp1 y Gpnmb responsables 
de la ISA e IPD, respectivamente (figura 3). La mutación originada en Tyrp1 elimina un 
sitio de restricción, por lo que, los productos de la PCR no digeridos son detectados en 
ratones DBA/2J (figura 3A). Por el contrario, la mutación en el gen Gpnmb en ratones 
DBA/2J corresponde a una inserción de un sitio de restricción detectando dos productos 
en la PCR obtenidos por la digestión con la correspondiente enzima de restricción 
(figura 3B). 
 
 
Figura 3. Resultados representativos del genotipado de ratones C57BL/6J y DBA/2J. (A) La 
secuencia amplificada para el gen Tyrp, después de la digestión con BbsI, muestra dos bandas en el ratón 
control C57BL/6J. La mutación para Tyrp1 elimina un sitio de restricción, obteniéndose tras la PCR una 
sóla banda no digerida detectada en los ratones DBA/2J. (B) La digestión de la secuencia de Gpnmb 
amplificada con PvuII genera una banda para el ratón control y dos bandas en el ratón DBA/2J por la 
generación de un nuevo sitio de restricción.  
4.1.2.1 Extracción del ADN y cuantificación. 
El ADN genómico fue aislado en los ratones DBA/2J siguiendo el protocolo de 
extracción de DBA a partir de la cola del animal mediante el kit comercial Gentra 
Puregene Mouse Tail Kit.  
Recogida de muestra y lisis tisular: Mediante material quirúrgico estéril se seccionó una 
porción de cola de cada animal y se llevó a cabo la disgregación de las muestras 
añadiendo 300 l  de tampón y adicionando 1.5 l de Proteinasa K. A continuación, se 
incubaron en el termobloque a 55ºC durante toda la noche.  
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Centrifugación a 16060 g durante 5 minutos. 
Añadir 1.5 l de RNase  A y mantener durante 30 minutos a 37ºC. 
Precipitación de las proteínas: Añadir 100 l de solución de precipitación y centrifugar 
durante 3 minutos a 16060 x g. 
Precipitación y purificación del ADN: Adicionar 300 l de isopropanol, mezclar por 
inversión y centrifugar durante 3 minutos a 16060 g. Añadir 300 l de etanol al 70% en 
frío. Centrifugar durante 3 minutos a 16060 x g. 
Resuspender el precipitado: se añaden 50 l de solución de hidratación de ADN y se 
incuban a 65ºC durante 1 hora en el termobloque. Incubar a temperatura ambiente toda 
la noche en agitación.  
Cuantificación del ADN 
Las concentraciones de ADN obtenidas se midieron empleando el NanoDrop® 
ND-1000 UV-Vis espectrofotómetro (NanoDrop Technologies). Las muestras se 
mantienen a -20ºC hasta el momento de la PCR. 
4.1.2.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Una vez obtenido el ADN de cada uno de los ratones, se realizó la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) partiendo de 10 ng de ADN de partida para cada una de 
las muestras, mediante el siguiente protocolo: 
Preparar la mezcla de reacción (tabla V). En el control negativo, se sustituye el 
volumen de ADN por un volumen igual de H2O para biología molecular.  
Componente Mezcla 
10x PCR Buffer 5 µl 
50x dNTP Mix 1µl 
Forward primer (Tyrp1/Gpnmb) 10 uM 1µl 
Reverse primer (Tyrp1/Gpnmb) 10 uM 1µl 
PCR water 1µl 
TITANUM
TM
 Taq DNA polymerase 1µl 
Tabla V. Componentes de la mezcla de reacción.  
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A continuación se muestran las secuencias correspondientes a cada uno de los 
cebadores (primers) utilizados para ambos genes; 
Primers Secuencia 
F-tyrp1  forward 5′-GCATTGCTCAGACCTATAGATATTC-3′ 
R-tyrp1 reverse 5′-CAAAACACCAATTTTGTTTACTTGC-3′ 
F-gpnmb forward 5′-CGGATACACTGGAATGCATCA-3′ 
R-gpnmb reverse 5′-ATGGCGAGCTTAGCCAGGATT-3′ 
                                            Tabla VI. Secuencia de nucleótidos de los primers utilizados. 
Reacción de amplificación: Se adicionan 50 l de la mezcla de reacción a cada 
una de las muestras. Las condiciones de temperatura establecidas para Tyrp 1 fueron 40 
ciclos a 94ºC de 1 minuto, 55ºC durante 30 segundos y 72ºC durante 30 segundos. La 
amplificación para Gpnmb se realizó a 94ºC durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos a 
94ºC durante 1 minuto, 68ºC durante 1 minuto y una extensión final de 72ºC durante 7 
minutos. Las reacciones de amplificación por PCR se llevaron a cabo en el 
termociclador Mastercycler de Eppendorf. El producto de PCR se mantuvo a -20ºC. 
4.1.2.3 Digestión de fragmentos de PCR y electroforesis. 
La digestión mediante las enzimas de restricción se llevó a cabo a partir de 10 l 
de producto de PCR, 1 l de enzima de restricción, 0.5 l de BSA, y 2 l de buffer 10x 
a 37ºC durante 3 horas.  Las enzimas de restricción utilizadas para llevar a cabo la 
digestión de los respectivos productos de PCR fueron PvuII (R0151S) y BbSI (R0539S) 
de New England BioLabs Inc (Qiagen Izasa). 
Para la detección de los fragmentos generados tras la digestión, las muestras se 
prepararon tomando 10 µl de cada una de ellas y adicionando a cada una de ellas 2 µl de 
6x Orange Loading Dye Solution.  Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2-
3 % en presencia de bromuro de etidio (1µg/mL) a 100 V. Como marcador de peso 
molecular conocido se utilizó el patrón de ADN comercial PCR GeneRuler
TM 
Low 
Range DNA ladder. Los fragmentos de ADN amplificados se visualizaron mediante el 
sistema de captación de imágenes Kodak GL 200 Imaging (Kodak, Rochester, NY, 
USA). 
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Modelo del ratón Tg (APP/PSEN9)  
 El genotipado de los ratones de enfermedad de Alzheimer  se realizó en el 
Servicio de Secuenciación y Diagnóstico Genético de Secugen S.L. 
 Se analizaron los ratones transgénicos para el gen de la proteína precursora 
amiloide (APP). El transgen se identificó a través de la amplificación de un fragmento 
de ADN de 377 pb y, mediante la amplificación de un fragmento de ADN de 324 pb, 
como control interno positivo, según la referencia de The Jackson Laboratory para la 
línea de ratones B6C3-Tg (APPswe, PSEN1dE9) 85 Dbo/Mmjax). Del mismo modo, se 
genotiparon los ratones para el gen de la presenilina 1 (PSEN1), a través de la 
amplificación de un fragmento de ADN de 608 pb, de la presencia del transgen de la 
presenilina 1 (PSEN1) y, mediante la amplificación de un fragmento de ADN 324 pb, 
como control interno positivo, según referencia de The Jackson Laboratory para la línea 
de ratones B6C3-Tg (APPswe, PSEN1dE9) 85 Dbo/Mmjax).  
4.1.3 Tratamiento: Inyección intraperitoneal de BBG. 
Las inyecciones intraperitoneales de BBG se realizaron bajo anestesia 
intraperitoneal (apartado 4.1.1). Para evitar la desecación del ojo durante el tratamiento, 
se depositó sobre la córnea una gota de metilcelulosa (Methocel 2%; Novartis 
Laboratories CIBA Vision, Annonay, France). El tratamiento consistió en una 
disolución de BBG de 5 mg/ml en 0.2% DMSO-PBS1x.  Las inyecciones se realizaron 
con una aguja 23 G (Becton Dickinson)  con un volumen de 300 l correspondiente a 
una dosis de 45.5 mg/kg.  
Inicialmente, se realizaron registros electrorretinográficos a los 11 meses de 
edad en ratones DBA/2J (n=20) para tener los valores referencia de cada uno de los 
ratones antes del comienzo del tratamiento. Se dividieron en dos grupos (grupo control 
n=10, tratados con vehículo) y grupo tratado (n=10, sometidos a inyección con BBG). 
Ambos grupos fueron inyectados con los respectivos tratamientos durante 4 meses (una 
vez cada 48 horas), momento en el cual se evaluaba la respuesta electrorretinográfica 
(ERG) para comprobar el estado de la función visual.  
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A continuación, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron las retinas para su 
procesamiento por Western Blot (ver apartado 8.2).  
4.2 Modelo celular de células precursoras de retina de rata. 
La línea establecida de células progenitoras de retina de rata (denominada R28), 
cedidas generosamente por el Dr. Nicolás Cuenca (cedidas a su vez por el Dr. Gail M. 
Seigel, PhD) fueron empleadas para llevar a cabo la experimentación “in vitro” del 
presente trabajo de investigación). Estas células se desarrollaron a partir de 3 pases de la 
línea precursora R28 E1A-NR.3. Esta línea parental se estableció por inmortalización de 
un cultivo de tejido neurorretiniano de embriones de rata Sprague-Dawley de 6 días con 
el virus psi2 E1, un retrovirus incompetente para la replicación y que contiene el gen del 
adenovirus 12S E1A (Seigel, 1996). Este gen se seleccionó por su capacidad para 
estimular el crecimiento de células de roedores sin inducir tumorigénesis (Cone y cols., 
1988). Las células expresando el gen se seleccionaron  mediante incubación con el 
antibiótico geneticina (G418) ya que el vector conteniendo el gen 12S E1A  expresa 
además resistencia a dicho antibiótico. La presencia de E1A fue confirmada mediante 
western blot e inmunocitoquímica en las células resistentes al antibiótico obtenidas. La 
línea celular generada se caracteriza porque expresa marcadores de células gliales y 
neuronales indicativos de una célula precursora de retina (Seigel y cols., 2004; Seigel, 
2014). 
4.2.1 Descongelación del cultivo celular. 
Las células fueron descongeladas sumergiendo el vial con el contenido celular 
(conservado a -80ºC) en un baño de agua a 37ºC. Se trasvasó a un falcon que contenía 
10 ml de medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
suplementado con suero de ternera al 10 %  (tabla I).  Posteriormente, las células se 
centrifugaron a 25ºC a 200 g durante 5 minutos y, se resuspendieron en medio DMEM a 
la densidad celular requerida para su siembra en las botellas (F-75), comprobando a 
continuación su refringencia y estado en el microscopio. Las células se mantuvieron en 
el incubador bajo una atmósfera de flujo controlado de 5% de CO2/95% aire saturado de 
humedad (95%) a temperatura constante de 37ºC.  
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4.2.2 Mantenimiento del cultivo celular y subcultivos.  
Toda la manipulación llevada a cabo con la línea celular se realizó bajo 
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar vertical.  Todos los medios de 
cultivo y disoluciones fueron filtrados usando membranas estériles de 0.20 µm de 
tamaño de poro con ayuda de una jeringa estéril de 60 ml. Las células fueron sembradas 
en placas estériles de 6, 24 y 96 pocillos y cubreobjetos de vidrio de 15 mm de 
diámetro. Se comprobó diariamente el estado y la evolución de las células mediante 
observación por microscopía.  La generación de subcultivos celulares se llevó a cabo 
tras alcanzar el estado de confluencia, cada dos o tres días,  en función de la densidad 
celular de partida.   
Para la realización de dichos subcultivos, las células fueron lavadas con CMF-
EDTA (tabla II) y se levantaron de las botellas de mantenimiento mediante la 
utilización de una solución de tripsina al 0.25%. El cultivo celular se mantuvo durante 7 
minutos a 37°C en el incubador, controlándose el proceso de liberación de las células de 
la superficie de cultivo por observación al microscopio. Se inactivó la tripsina mediante 
la adición de medio de cultivo suplementado y la suspensión celular se centrifugó a 
200g durante 7 minutos.  El sedimento se  resuspendió en medio de cultivo completo. A 
continuación, se determinó en número de células utilizando una cámara de Neubauer y 
un microscopio de contraste de fases. Las células se sembraron de nuevo en frascos de 
cultivo para su mantenimiento y/o se sembraron en placas de cultivo para los distintos 
procedimientos experimentales a realizar.  
Para los ensayos de viabilidad celular, señalización intracelular y citometría de 
flujo las células fueron cultivadas en medio DMEM completo, para a continuación, ser 
incubadas 24 horas con medio DMEM sin suero. Una vez finalizado el proceso de 
deprivación se reemplazó el medio en su totalidad (grupo control) o conteniendo los 
diferentes agentes a estudiar (grupos experimentales) en un intervalo de incubación 
entre 5-120 minutos en el caso de experimentos de activación de rutas o de 48 horas en 
el caso de evaluación de la citotoxicidad y apoptosis.  
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Para los ensayos de microfluorimetría, las células fueron cultivadas en medio 
DMEM completo, y fueron incubadas con el indicador fluorescente fura-2 (ver más 
adelante, apartado 11). 
4.2.3 Conservación de la línea celular. 
Para la conservación del cultivo, las células se tripsinizan y se recogen por 
centrifugación, como se ha descrito previamente. Las células se resuspenden en medio 
DMEM suplementado con suero de ternera al 10% (v/v) y DMSO al 10% (v/v) como 
agente criopreservante. La suspensión se transfiere a viales estériles de polipropileno de 
2 ml de capacidad para proceder a su congelación. Para conseguir que la temperatura 
descienda a una velocidad de 1°C/min, los viales se introducen en un recipiente de 
plástico con alcohol isopropílico (Nalgene) guardándose inmediatamente a -80ºC. 
4.2.4 Tratamiento de las células R28 con distintos agentes. 
Las células R28 fueron sembradas y mantenidas hasta la confluencia en 
diferentes placas 24 y 96 pocillos, cubreobjetos o en botellas F25 en función de los 
estudios a realizar.  En algunos experimentos, se expusieron a una incubación de medio 
DMEM sin suero suplementado (deprivación) de 24 horas (ver más adelante). 
Posteriormente, se incubaron con concentraciones crecientes de BzATP [100 hasta 
2000] µM (ver resultados de cada técnica) en medio sin suero durante 48 horas en los 
ensayos de viabilidad celular y citometría o hasta 1 hora para los estudios de 
señalización intracelular. Transcurrido ese tiempo, las células fueron destinadas a 
diferentes procedimientos experimentales (ver apartados: inmunodetección por ELISA 
(8.3), microfluorimetría (11), viabilidad celular (12) y citometría de flujo (13.2.1).   
Además de llevar a cabo la activación del receptor P2X7 mediante BzATP, las 
células se sometieron a la incubación con dos de los antagonistas selectivos de dicho 
receptor, BBG y A438079. Para estos ensayos, las células se pre-incubaron durante 30 
minutos con BBG o A438079 a concentraciones entre 1 µM para, proceder a 
continuación en presencia de dicho inhibidor, a realizar el tratamiento de 48 horas para 
experimentos de viabilidad y citometría o hasta una hora del agonista BzATP entre 
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[100-500] µM para experimentos de citometría y ELISA, tal y como ha sido descrito 
previamente, y detallará más adelante. 
 
5. MEDIDAS DE PRESIÓN INTRAOCULAR (PIO). 
Las medidas de PIO fueron tomadas mediante un tonómetro de rebote no 
invasivo en los animales anestesiados (Danias y cols., 2003; Wang y cols., 2005; 
Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal-Sanz y cols., 2012). El tonómetro se sitúa en una 
posición fija y el sensor se alinea con el eje óptico del ojo entre 1-4 mm de distancia. Se 
midieron ambos ojos de cada animal inmediatamente después de la aplicación de la 
anestesia (Ding y cols., 2011) a las edades de 3, 6, 9, 12 y 15 meses. La medida se 
realizó a la misma hora para evitar fluctuaciones debido al ritmo circadiano (Aihara y 
cols., 2003; Drouyer y cols., 2008). Con el objetivo de minimizar el error en la medida, 
cada valor de PIO corresponde a la media de 3 medidas que a su vez fueron obtenidas 
tras seis lecturas automáticas por el tonómetro.  
 
 
 
Figura 4. Esquema representativo de la medición de la PIO. La PIO es la medida de la presión 
obtenida del volumen de humor acuoso (HA) que constituye la cámara anterior del ojo. Se origina una 
presión resultado del equilibrio entre la producción de HA por el cuerpo ciliar y el drenaje del mismo a 
través de la malla trabecular.  
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6. REGISTROS ELECTRORETINOGRÁFICOS. 
Para poder realizar un seguimiento de la actividad funcional de la retina se 
utilizó la técnica de registro electrorretinográfico de campo completo. En el ERG de 
campo completo se requiere una iluminación homogénea de toda la retina del animal. El 
estímulo luminoso, es un flash de luz blanca y la intensidad de este estímulo varía en 
función del trazado que se pretenda registrar; asimismo, en la iluminación de fondo para 
los registros en condiciones fotópicas también se emplea luz blanca (Marmor y cols., 
2009) y  (Lam, 2005). Para la obtención del ERG se dispone de un electrodo de registro 
situado próximo a la superficie corneal (Lam, 2005), un electrodo de referencia en la 
boca y un tercer electrodo, denominado “tierra” en la cola. Se trata, por lo tanto, de una 
técnica no invasiva. 
En cada registro, debe medirse la amplitud máxima de cada onda y el tiempo 
que transcurre desde la aplicación del estímulo luminoso hasta el pico máximo de cada 
onda analizada (valor mínimo en onda a o máximo en onda b), esta medida recibe el 
nombre de tiempo implícito. 
6.1 Procedimiento de preparación del animal. 
Los animales se mantuvieron mínimo 24 horas en condiciones de adaptación a la 
oscuridad. Toda la manipulación animal y procedimiento experimental de registro se 
llevó a cabo en condiciones de oscuridad o con luz roja (  600 nm). Los ratones 
fueron anestesiados (ver apartado 4.1.1) y se mantuvieron a una temperatura corpórea 
de 37ºC mediante una almohadilla térmica. Antes de realizar el registro se aplicó 1 gota 
de tropicamida al 1% en el ojo a registrar. Antes de colocar el electrodo corneal se 
administró tópicamente Methocel
™
 al 2% en cada ojo para optimizar el registro 
electrofisiológico y preservar la superficie corneal de la desecación.  
Colocación de los electrodos: En cada uno de los registros, se procedió a la colocación 
de tres electrodos. El electrodo de tierra: conectado a una aguja de 30G insertada de 
forma subcutánea en la base de la cola del animal, el electrodo de referencia: placa de 
oro en forma de lengüeta, ubicada dentro de la boca del animal y electrodo corneal o de 
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trabajo. Este último electrodo consiste en una lente de metacrilato transparente y oro, se 
coloca en el eje visual y localizado aproximadamente a 2 mm de la córnea. 
Colocación del animal: El animal anestesiado se dispone sobre una manta térmica de 
agua recirculante con los electrodos correspondientes y se sitúa dentro de la campana 
Ganzfeld, que a su vez se encuentra dentro de una caja de Faraday. De esta manera, 
quedarán eliminadas las posibles interferencias debidas a campos electromagnéticos 
externos. 
En la figura 5 se muestra de forma esquemática el equipamiento utilizado para la 
realización de los registros electrorretinográficos.  
 
 
Figura 5. Sistema de registro electrorretinográfico. En el dibujo de la izquierda, se muestra la 
colocación de cada uno de los electrodos en el ratón; EW (electrodo de trabajo o registro),  ER (electrodo 
de referencia) y ET (electrodo de tierra). (A) Campana Ganzfeld durante una estimulación fotópica. (B) 
Campana Ganzfeld sin activar los LEDS. (C) Dispositivo de colocación del ratón en la entrada de la 
campana Ganzfeld.  
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6.2  Protocolo de estimulación. 
Los protocolos de estimulación se realizaron según la normativa establecida para 
los registros electrorretinográficos en pacientes (McCulloch y cols., 2015). De esta 
manera, se pudieron obtener las 5 respuestas electrorretinográficas estándar, es decir, la 
respuesta de bastones, mixta, potenciales oscilatorios, respuesta de conos y flicker. 
Además, una vez establecida las condiciones lumínicas óptimas para los animales de 
estudio, se registró el componente STR del ERG. 
6.2.1. Respuesta escotópica umbral y respuesta escotópica. 
Los STR se registraron utilizando una pantalla Ganzfeld. Se aplicaron estímulos 
luminosos en cada ojo derecho de cada uno de los animales ensayados en un intervalo 
de intensidades que varían entre 10
-4
 y 10
-2
 cd·s·m
2
 (ver apartado 2 de Resultados). 
Tras 100 ms de registro basal, se aplicaron estímulos de entre 1.0 y 3.0 ms de duración 
para, a continuación, registrar durante 500 ms la respuesta retiniana. Durante la 
realización del registro se utilizó un filtro de paso alto de 1 Hz y de paso bajo de 1000 
Hz. Se promediaron un total de 100 respuestas con un intervalo entre estímulos de entre 
3 y 10 segundos. 
Para cada intensidad de la luz, se promediaron una serie de respuestas, y el 
intervalo entre destellos de luz se ajustó para asegurar un intervalo que permitiera la 
recuperación de la respuesta (10 s para las intensidades más débiles de estímulo). El 
STR se analizó para cada uno de los estímulos, la respuesta positiva  umbral escotópica 
(pSTR) se midió desde el inicio hasta la parte superior del máximo de la deflexión 
positiva, aproximadamente a 120 ms desde el inicio del flash, así como, el nSTR 
medido desde el inicio al primer mínimo obtenido después de pSTR, a 220 ms a partir 
de la aparición del flash.  
En este estudio, se compararon las respuestas obtenidas en las retinas de los ojos 
derechos y/o izquierdos de los animales glaucomatosos con las respectivas retinas 
control en el intervalo temporal definido empleando una intensidad lumínica de -3.69 
log cd·s·m-
2
 o a -3.79 y -5 log cd·s·m-
2 
en el caso de los ratones de Alzheimer.  
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7. MARCAJE RETRÓGRADO DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES 
Para identificar y cuantificar las células ganglionares de la retina (CGR) se 
utilizó la técnica de marcaje neuronal retrógrado de la población de las células 
ganglionares de la retina (CGR) supervivientes, a lo largo de la evolución de la 
patología en el animal glaucomatoso frente al animal control. 
Se utilizó el trazador neuronal fluorescente OHSt (un análogo del trazador 
Fluorogold®), aplicado en ambos colículos superiores (CS) una semana antes del 
procesamiento de los animales (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Perez y cols., 1988; 
Marco-Gomariz y cols., 2006; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 
2009c). El OHSt es captado por los terminales axónicos de las CGR en el CS y 
transportado activamente (Schmued y Fallon, 1986; Schmued y cols., 1989; 
Wessendorf, 1991) y retrógradamente hasta el soma celular, donde se acumula, no 
difundiendo transcelularmente (Schmued y Fallon, 1986). El OHSt acumulado en el 
soma de las CGR se puede observar en el microscopio de fluorescencia con el filtro de 
luz adecuado y permite diferenciar las CGR de otros tipos de neuronas que están 
presentes en la misma capa de la retina y que no se trazan con OHSt, como las células 
amacrinas desplazadas, que suponen el 50% de las células de la capa de las CGR en la 
rata adulta (Drager y Olsen, 1981; Perry, 1981; Jeon y cols., 1998). 
7.1. Aplicación del trazador.  
La aplicación del trazador neuronal se realizó de acuerdo con técnicas 
previamente establecidas y descritas en trabajos previos, tanto en rata como en ratón 
(Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Perez y cols., 1993; Vidal-Sanz y cols., 2000; 
Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente Lopez-Herrera y cols., 2002; Sobrado-Calvo y cols., 
2007; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009b; Salinas-Navarro y 
cols., 2009c). 
Se anestesia al animal (ver apartado 4.1.1). Se rasura la parte dorsal de la cabeza 
del animal y se realiza una incisión longitudinal en la línea media del cuero cabelludo. 
Se prosigue con una craneotomía parietal bilateral con ayuda de una fresadora. Se 
retiran las meninges que recubren el cerebro y, con ayuda de una micropipeta conectada 
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a un sistema de aspiración acoplado a una bomba de vacío, se succiona la porción 
necesaria de encéfalo e hipocampo para exponer bilateralmente la parte posterior del 
tálamo y ambos CS. Se aplica sobre ellos una pequeña porción esponja de fibrina 
(Espongostan
®
 Film, Ferrosan A/S, Dinamarca) previamente embebida en una solución 
de OHSt disuelto al 10% en dimetil-sulfóxido (DMSO) al 10% en suero salino al 0,9%. 
Por último, se cubre la craneotomía con esponja de fibrina, se sutura la piel del animal 
con seda de 5/0 (Lorca Marín, Murcia, España). 
El marcaje retrogrado se realizó en 8 ratones DBA/2J de 15 meses de edad junto 
con sus respectivos controles. Tras la aplicación de OHSt los animales se mantuvieron 
durante 7 días para poder visualizar el trazador transportado y acumulado en el soma de 
las CGR. 
 
 
 
Figura 6.  Esquema representativo de la aplicación del trazador (FG) y procesamiento histológico. 
Se aplica en marcador neuronal en CS y tras siete días se enuclea el globo ocular. Se extrae la retina, se 
monta a plano y se analiza con microscopía de fluorescencia. 
 
8. TÉCNICAS EXPERIMENTALES DE INMUNODETECCIÓN. 
El uso de las técnicas moleculares, fue de gran utilidad para poder caracterizar la 
distribución y la expresión de las diferentes proteínas objeto de estudio en este trabajo. 
Así como para establecer diferentes cambios en la regulación de las mismas pudiendo 
dilucidar su posible implicación en la muerte celular de procesos de neurodegeneración 
retiniana.  
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8.1 Inmunohistoquímica. 
Con el objetivo de proceder al estudio morfológico y morfométrico de las 
poblaciones neuronales así como de las secciones transversales se llevó a cabo el 
siguiente procedimiento histológico para la inmunodetección. 
8.1.1 Perfusión de los animales. 
Tras inducir la anestesia profunda mediante eutanización por vía i.p. (ver 
apartado 4.1.1) y comprobar que el animal ha alcanzado el plano quirúrgico de 
anestesia, se procedió a la perfusión intracardiaca de los animales. Se realizó una 
incisión central a través del tegumento (pelo rasurado y piel) y de la pared abdominal a 
la altura de la caja torácica. Se secciona el diafragma y las costillas hacia la clavícula 
evitando el daño en la cavidad pleural. Mediante un fórceps se pinza y retrae el peto 
costal dejando al descubierto la cavidad torácica, proporcionando una visión clara de los 
vasos. A continuación, se pinza la aorta abdominal y se realiza una pequeña incisión en 
la aurícula derecha dejando que la sangre salga durante unos segundos. Se introduce una 
cánula en el ventrículo izquierdo hasta la aorta ascendente y, se perfunde una disolución 
salina (PBS1X),  para drenar la sangre del torrente circulatorio superior. A 
continuación, se perfunde con una solución de paraformaldehído al 4% en tampón 
fosfato 0.1 M (tabla II) mantenida a 4ºC.  
Una vez perfundidos los animales, el procesamiento de los tejidos fue diferente, 
dependiendo de si las retinas se procesaban las copas ópticas para la realización de 
secciones histológicas transversales (ver apartado 8.1.2.1) o si se disecaban completas, 
para hacer montajes globales a plano de las retinas “in toto” (apartado 8.1.2.2). 
8.1.2 Disección y procesado histológico de las retinas. 
8.1.2.1 Secciones transversales (fijación, inclusión y corte). 
Disección y fijación 
Tras la perfusión del animal se llevó a cabo la enucleación de ambos ojos 
mediante la ayuda de tijeras finas y pinzas curvas retirando el tejido conectivo y 
muscular, evitando realizar presión en el globo ocular para el mantenimiento correcto de 
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todas las estructuras. Utilizando un microbisturí se realizó una pequeña incisión en la 
zona perilimbar  y se mantuvieron  en PFA 4 % durante 15-30 minutos a 4ºC.  A 
continuación, con ayuda de unas microtijeras y pinzas, se realizó una sección circular a 
nivel del limbo esclero-corneal y se retiraron la córnea, el iris junto al cuerpo ciliar.  El 
cristalino fue eliminado ejerciendo una ligera presión del globo ocular. Se finalizó con 
la postfijación del tejido en PFA al 4% durante 1 hora en la solución de PFA al 4% para 
asegurar el proceso de fijación. Se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS1X en 
agitación constante.  
Crioprotección 
El siguiente paso consistió en  la crioprotección de las copas ópticas mediante la 
incubación de las muestras en concentraciones crecientes de sacarosa. Inicialmente, los 
ojos fueron sumergidos en una solución de sacarosa al 11% en tampón fosfato salino 
(PBS) durante mínimo de 12 horas a 4ºC; para, a continuación, ser trasvasados a una 
solución de sacarosa al 33% durante toda la noche a 4ºC y en agitación. De este modo, 
preservamos el tejido del deterioro ocasionado por la formación de cristales de agua 
durante el proceso de congelación. 
Inclusión 
Una vez completada la crioprotección, se llevó a cabo la inclusión del tejido en 
un medio apropiado para su congelación, manteniendo la orientación adecuada teniendo 
en cuenta el plano de corte deseado. Se congelaron rápidamente a -60ºC en nitrógeno 
líquido. Todo el material biológico incluido se conservó a -20ºC. 
Realización de secciones histológicas transversales 
Los bloques fueron introducidos en la cámara del criostato durante 
aproximadamente 1 hora para que alcanzasen la temperatura óptima de corte 
(aproximadamente -27ºC). Se obtuvieron secciones seriadas de 10 µm de grosor 
utilizando un criostato. Las secciones se adhirieron a portaobjetos (pre-tratados con 
poli-L-lisina) y fueron conservadas a -20ºC hasta su posterior utilización. 
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8.1.2.2 Montajes globales a plano de retinas “in toto”. 
Tras la perfusión del animal se marcó el polo superior con ayuda de un punto de 
sutura en la conjuntiva perilímbica; también se usaron como referencias la carúncula y 
la inserción escleral del músculo recto superior, para conocer y mantener la orientación 
de la retina. A continuación, se realizó la enucleación de ambos los ojos y se continúa la 
fijación en paraformaldehido al 4% durante 2 horas a 4ºC. Se eliminó el 
paraformaldehido mediante lavados consecutivos de los ojos en PBS 0,1 M, se 
disecaron  todas las estructuras del polo anterior (ver apartado 8.1.2.1) y se realizaron 
cuatro cortes radiales, equidistantes entre sí en la copa óptica, orientados hacia nervio 
óptico y tomando como referencia el polo superior, que se identificó mediante un corte 
más profundo. De esta manera quedan delimitados los diferentes cuadrantes: temporal 
superior, temporal inferior, nasal superior y nasal inferior. A continuación se disecó la 
retina de coroides y esclera con ayuda de unas pinzas finas y se diseccionó del nervio 
óptico a nivel de la lámina cribosa con unas tijeras de microcirugía. La retina se 
extiende con la cara vítrea hacia arriba en un portaobjetos y se le adhiere papel de filtro 
Whatman
®
 número 1 (Whatman International Ltd., Maidstone, Inglaterra) y se post-fija 
en paraformaldehido al 4% durante una hora a 4ºC, se retira el papel de filtro y se hacen 
lavados en PBS. Se coloca la retina en un portaobjetos y se limpian los restos de vítreo 
con un pincel y unas pinzas finas.  
8.1.3 Estudio inmunohistoquímico. 
Los diferentes marcadores celulares observados mediante esta técnica, fueron 
reconocidos gracias al uso de anticuerpos con inmunorreactividad frente a proteínas 
específicas y características del tipo neuronal. En las tablas VII y VIII se muestra la 
relación de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el estudio 
inmunohistoquímico de las muestras mediante la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta.  
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Anticuerpo 1º Tipo Donador Dilución Referencia 
Anti-P2X7 receptor Policlonal Conejo 1:200 Alomone APR-004 
Anti-Brn3a(C-20) Policlonal Cabra 1:500 Sc 31984 
Anti-sinaptofisina (clone SVP 
38) 
Monoclonal Ratón  
1:200 
Sigma S5768 
Anti-Glial Fibrillary Acidic 
Protein (GFAP)  
Monoclonal 
 
Ratón  
1:200 
Sigma G3893 
Anti-solute carrier family 17 
member 9 (VNUT) 
Policlonal Conejo 
1:1000 
Millipore ABN110  
Anti-pNFH (anti Rat 
Neurofilament 200 kDa; Clone 
RT97) 
Monoclonal Ratón 
1:500 
Serotec 
MCA1321GA  
Anti-Amyloid β, clone W0-2 Monoclonal Ratón  1:500 Milipore MABN10 
            Tabla VII. Relación de anticuerpos primarios utilizados. 
 
 
Anticuerpo 2º  Donador Dilución Fabricante Emisión Referencia 
Anti-IgG de 
conejo-FITC 
Burro 1:200 Jackson 
Immunoresearch 
518 
711-095-152 
Anti-IgG de 
cabra-Dylight 
Burro 1:200 Jackson 
Immunoresearch 
518 
705-485-147 
Anti-IgG de 
conejo -Cy3 
Burro 1:200 Jackson 
Immunoresearch 
570 
711-165-152 
Anti-IgG de 
ratón -FITC 
Cabra 1:200 Jackson 
Immunoresearch 
518 
115-095-071 
      
           Tabla VIII. Relación de anticuerpos secundarios utilizados. 
 
8.1.3.1 Inmunofluorescencia en secciones transversales. 
Las secciones se descongelaron a temperatura ambiente durante una hora. A 
continuación se siguió el siguiente procedimiento experimental: 
Hidratación: Las secciones se mantienen en PBS durante 10 minutos.  
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Permeabilización: Las membranas celulares son permeabilizadas con una solución de 
PBS Tritón X-100 (0.25%) durante durante 30 minutos.  
Bloqueo: Con el fin de eliminar uniones inespecíficas, las secciones fueron incubadas  
en una solución de PBS 1X-Tritón X-100 al 0.1%, y suero normal del animal del que 
procede el anticuerpo secundario (suero de cabra, Normal Goat Serum, NGS o suero 
normal de burro Normal Donkey Serum, NDS) al 10% durante 1 hora a temperatura 
ambiente. 
Incubación en anticuerpo primario (Ac 1º): Las secciones se incubaron en una solución 
de anticuerpo 1º (ver concentración en Tabla VII), Tritón X-100 al 0.1% y suero normal 
(según especie donadora del anticuerpo secundario) al 1% durante toda la noche a 4ºC. 
En el caso de realizar doble marcaje se prosigue hasta la incubación con el anticuerpo 
secundario, se realizan los lavadas y se comienza de nuevo con el bloqueo 
correspondiente.  
Lavado: Para eliminar el exceso de anticuerpo 1º se lavaron las secciones en PBS 1X-
Tritón X-100 al 0.1%, tres veces durante 10 minutos.  
Incubación en anticuerpo secundario (Ac 2º): Las secciones, se incubaron con un 
anticuerpo 2º diluído en PBS Tritón X-100 (0.1%) en oscuridad durante una hora. La 
tabla VIII muestra la relación de anticuerpos secundarios utilizados así como la 
concentración y fluorocromo asociado. 
Lavado: Tres veces durante 10 minutos en PBS Tritón X-100 al 0.1%  con agitación. 
Tinción nuclear: Se llevó a cabo el marcaje de los núcleos de los diferentes tipos 
neuronales mediante la incubación con la molécula 4´,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 
o con yoduro de propidio (IPr) en PBS a las concentraciones especificadas en la tabla 
IX en PBS, en oscuridad durante 10 minutos.  
Lavado: Tres veces durante 10 minutos en PBS con agitación. 
Montaje: Para el montaje se utilizó un medio con propiedades protectoras de la 
fluorescencia Vectashield Fluoromount (Vector Laboratories), se protegieron de la luz y 
se guardaron a 4ºC hasta su estudio por microscopía confocal. 
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Compuesto Dilución Absorción (nm) Emisión (nm) 
DAPI 1:10.000             350 470 
IPr 1:500 536 623 
Tabla IX. Marcadores nucleares. 
 
8.1.3.2 Inmunofluorescencia en montaje global. 
Para la caracterización del modelo y marcaje de algunas de las proteínas objeto 
de estudio, se realizaron extracciones a plano de las retinas y se llevó a cabo su estudio 
por inmunofluorescencia. De esta manera, se pudo analizar el marcaje de las capas de 
fibras y CGR principalmente, pudiendo tener una visión concreta de la distribución del 
marcador y de los posibles cambios de expresión proteica; así como una visualización 
global de la posible pérdida neuronal en la capa analizada.  
Para caracterizar la degeneración de las CGR se utilizó, además del marcaje con 
el trazador neuronal OHSt, un anticuerpo frente al factor de transcripción Brn3a que se 
expresa específicamente en CGR (Nadal-Nicolas y cols., 2009). El estudio de  las 
posibles modificaciones en las subunidades fosforiladas pesadas de neurofilamentos de 
la capa de fibras nerviosas, se visualizó mediante el anticuerpo RT97. Mientras que la 
detección de depósitos y placas de β-amiloide se detectó mediante el uso de anticuerpos 
frente a la proteína β-amiloide. También, se realizó la inmunodetección del receptor 
P2X7 frente a los residuos de aminoácidos 576-595, determinando la presencia del 
mismo en este tipo neuronal.   
El protocolo general de inmunotinción se muestra a continuación: 
Permeabilización: Inicialmente las retinas aisladas a plano se lavaron con PBS a 
temperatura ambiente. Las retinas se permeabilizaron con una disolución de Triton X-
100 al 0.5% en PBS durante 10 min a -70°C. Posteriormente se dejaron atemperar 
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron con Tritón X-100 al 0.5% en PBS. 
Este paso se realizó en el caso de la detección de la proteína β-amiloide y Brn3a, para 
las inmunotinciones con RT97 y P2X7 no se permeabilizaron las retinas.  
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Bloqueo: Las retinas se incubaron en una disolución de bloqueo con Tritón X-100 al 2% 
y suero normal (de la especie donadora del anticuerpo secundario) al 2% en PBS, 
durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Incubación de anticuerpos primarios (Ac 1º): A continuación, se incubaron durante 
toda la noche a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario a la dilución adecuada 
(tabla VII) en disolución de bloqueo.  
Lavado: Las retinas se lavaron cuatro veces en PBS-Tritón al 0.1% durante 20 minutos 
a temperatura ambiente (en agitación lenta continua).  
Incubación del anticuerpo secundario (Ac 2º): Posteriormente, se llevó a cabo la 
incubación con el correspondiente anticuerpo secundario diluido en tampón de bloqueo,  
durante 1 hora a temperatura ambiente (tabla VIII).  
Lavado: Tras finalizar la incubación, las retinas se lavaron en PBS-Tritón 0.1% a 
temperatura ambiente cuatro veces durante 20 minutos en agitación continua lenta.  
Montaje: Finalmente, la retina se montó “in toto” orientando la cara vítrea hacia arriba 
en el portaobjetos, cubriéndola con medio de montaje para fluorescencia (antifading) 
consistente en (3:1) glicerol  en tampón carbonato sódico 0.1 M (pH 9) que contenía un 
0.04% de p-fenilendiamina y un cubreobjetos. Las preparaciones se examinaron con un 
microscopio de fluorescencia.   
8.1.4 Análisis morfológico y morfométrico de las retinas. 
8.1.4.1 Procesado de imágenes.  
Secciones transversales de retina  
Las secciones transversales de  las retinas fueron observadas y fotografiadas 
mediante un microscopio confocal equipado con 2 filtros: el de fluoresceína (BP 505-
530) para la observación de anticuerpos conjugados con FITC y Alexa Fluor
®
488 y, el 
de rodamina (LP560) para observar la fluorescencia roja de los anticuerpos conjugados 
con Cy3
®
. El microscopio integraba también una cámara digital de alta resolución, todo 
el equipo estaba monitorizado a través de programa LSM Pascal de Zeiss. La 
realización y fotomontaje de las secciones se realizaron usando un objetivo de 20x (Plan 
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Neofluar, 20x/0.5; Zeiss, Jena, Alemania) en todos los casos exceptuando en las fotos 
correspondientes al marcaje del transportador vesicular nucleotídico en las que se utilizó 
un objetivo 40x (Plan Neofluar, 40x/1.30; Zeiss, Jena, Alemania).  
Montajes globales a plano de retinas  
Las retinas fueron examinadas y microfotografiadas con un microscopio de 
fluorescencia. Para visualizar el marcaje de las CGR y de los somas, se excitó con una 
lámpara de mercurio y la fluorescencia de emisión se recogió a través de tres filtros: el 
ultravioleta (BP 365/12, LP 397) que permite la observación de la fluorescencia blanca 
dorada del OHSt, el de rodamina (BP 546/12, LP590) filtro que permite la observación 
de la fluorescencia roja de los anticuerpos conjugados con Alexa Fluor
®
 594 y el de 
fluoresceína (BP 450/490, LP 515-565) que permite la observación de los anticuerpos 
conjugados con Alexa Fluor
®
488. El microscopio estaba equipado con una cámara 
digital de alta resolución (ProgRes
TM
 C10, Jenoptik, Jena, Alemania) y una platina 
motorizada (ProScan
TM®
 H128 de la serie; anteriores Scientific Instruments, 
Cambridge, Reino Unido) conectada a un sistema de análisis de imagen que permite 
capturar y grabar las imágenes (Image-Pro Plus 5.1 para Windows
®
) con un módulo de 
control de microscopio controlado por ordenador (Scope-Pro
®
 5.0 para Windows
®
) que 
permite capturar y grabar las imágenes.  
 La reconstrucción y fotomontaje de las retinas montadas a plano, se realizó 
mediante la adquisición secuencial de campos microscópicos contiguos, sin uniones ni 
solapamientos entre campos, siguiendo un patrón de muestreo en matriz de celdas 
regulares con área total de muestreo pre-establecida que cubría la superficie de la retina, 
usando un objetivo de 20x (Plan-Neofluar, 20x/0.5; Mikroskopie Zeiss, Jena, Alemania) 
siguiendo métodos descritos previamente (Marco-Gomariz y cols., 2006; Nadal-Nicolas 
y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009c). Cada microfotografía fue enfocada 
manualmente antes de ser capturada y almacenada digitalmente dentro del programa de 
análisis de imagen Image-Pro Plus 5.1 for Windows
®
. Dependiendo del tamaño y la 
orientación de cada retina en el portaobjetos se establecía un área de escaneo que 
cubriese completamente el área de interés. Este área consistía en una matriz de m 
campos microscópicos verticales y n horizontales (m x n). El tamaño de cada campo de 
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captura fue de 0.217 mm
2
 y, normalmente se tomaban 140 imágenes que cubrían la 
totalidad de cada retina. 
Todas las imágenes que componían una retina se guardaron en un archivo como 
imágenes de color de 24 bit. Usando el programa de análisis de imagen estas imágenes 
podían ser combinadas automáticamente mediante el fotomontaje en una sola imagen de 
alta resolución de la totalidad de la retina a plano para un posterior estudio y/o análisis 
de la imagen. 
Las retinas reconstruidas fueron tratadas con un programa de edición de 
imágenes (Adobe Photoshop
®
 CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EEUU) 
para su mejor visualización, sin alterar la información relevante para su análisis y 
estudio. 
8.1.4.1.1 Cuantificación de las células ganglionares de la retina. 
Los fotomontajes de cada una de las retinas fueron procesadas individualmente 
por medio de una subrutina informática específica para realizar el contaje de CGR 
marcadas con OHSt o Brn3a previamente desarrollada (Nadal-Nicolas y cols., 2009; 
Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011). Se aplicó una secuencia 
de filtros y transformaciones sobre cada microfotografía pudiendo separar cada CGR, 
usando una subrutina informática que automatiza tareas repetitivas mediante la 
programación del lenguaje de macros IPBasic del programa de análisis de imagen 
Image-Pro
®
 Plus. Así aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada 
imagen archivada podemos contar las células resultantes con inmunorreacción positiva 
frente a OHSt o Brn3a, exportando los datos a una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office 
Excel 2003; Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su posterior análisis.  
8.1.4.2 Mapas de isodensidad. 
Para estudiar el patrón de distribución de las CGR sobre toda la retina, los datos 
de densidad celular obtenidos para cada microfotografía se representaron gráficamente 
como mapas de isodensidad (ver apartado 4.4.3 resultados) 
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Los datos de densidad celular se obtuvieron de los fotomontajes de retinas a 
plano procesados automáticamente, usando una rutina informática previamente 
desarrollada al efecto en el programa de análisis de imagen IPP (Nadal-Nicolas y cols., 
2009; Salinas-Navarro y cols., 2009c; Galindo-Romero y cols., 2011; Vidal-Sanz y 
cols., 2012). La subrutina principal de procesado, consistió en la división de todos los 
campos microfotografiados de la retina en áreas de interés rectangulares conocidas de 
igual tamaño, el número de estas áreas fue de 36. La adquisición de los múltiples 
campos microscópicos se realizó siguiendo un patrón de muestreo en mapa de bits, 
capturados de forma contigua, lado a lado, sin espaciado o solapamiento entre ellos.  
Los mapas de isodensidad, tanto las marcadas con OHSt como las inmunodetectadas 
con Brn3a, se representaron como una gráfica de curvas de isodensidad coloreada que 
se generó asignando a cada una de las 36 divisiones de cada campo microscópico un 
código de color de acuerdo con su valor de densidad celular (CGR/mm
2
) siguiendo una 
escala de color de 38 rangos desde 0 (azul oscuro) hasta 4.750 ó más CGR/mm
2
 (rojo). 
 Los datos de densidad de las CGR fueron exportados y guardados de forma 
secuencial y ordenada en una hoja de cálculo (Microsoft
®
 Office Excel 2003). 
Finalmente, estos datos fueron representados como un mapa de isodensidad usando el 
programa de representación gráfica (SigmaPlot® 9.0 for Windows®; Systat Software, 
Inc., Richmond, CA, EEUU), usando una escala de 38 pasos diferentes (cada una de 
125) entre 0 y 4.750 células/mm
2
. 
El error en el cálculo de la densidad de las CGR, debido a campos 
microscópicos ocupados sólo parcialmente por tejido retiniano en el contorno de las 
retinas a plano, se minimizó por el alto número de áreas de interés con tamaño 
relativamente pequeño y la ausencia de CGR en la retina periférica (Salinas-Navarro y 
cols., 2009c). 
8.2 Inmunodetección de proteínas por Western-Blot. 
La técnica de inmunotransferencia fue utilizada para analizar el nivel de 
expresión de proteínas integrales de las células retinianas así como de proteínas 
quinasas y proteasas  que participan en procesos de señalización celular. 
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8.2.1. Lisado y extracción de proteínas totales.  
In vitro 
Las células se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos a una densidad de 
4200 células/ cm
2
 y se mantuvieron hasta alcanzar la confluencia. Se eliminó el medio 
de cultivo y se lavaron con PBS en frío y se adicionaron a cada uno de los pocillos 100 
µl de tampón de lisis RIPA (tabla X), suplementando con  inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (Halt Protease inhibitor cocktail plus) en dilución (1:1000). A continuación, 
las células fueron levantadas con un rascador de plástico y se recogieron en un tubo 
eppendorf, manteniéndolas a 4ºC y se agitaron durante 10 segundos con un agitador 
Pellet Pestle para asegurar la lisis celular, después se centrifugaron a 4ºC a 20627 x g 
durante 15 minutos y se recogió el sobrenadante, desechando el sedimento con restos de 
membranas celulares.  El material se conservó a -20ºC hasta su utilización. 
In vivo 
Las retinas fueron recogidas tal y como se ha descrito anteriormente, retirando el 
polo anterior y, a continuación, con ayuda de unas pinzas finas disecando la retina de 
coroides y esclera. Se homogeneizaron en tampón de extracción RIPA (tabla X), 
suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas, (PMSF (1 mM), Leupeptina 
(10 µg/ml), Pepstatina (5 µg/ml), Aprotinina (10 µg/ml), NaF (1 mM), Na3VO4 (2 mM) 
a una relación 1:5 (p/v) a 4°C, en hielo. Las retinas se trocearon manualmente con el 
uso de unas tijeras durante aproximadamente 15 minutos cada muestra, seguidamente se 
hicieron pasar los homogeneizados 30 veces a través de una pipeta, dejándose 30 
minutos en hielo y se centrifugaron a 4ºC y 20627  g durante 15 minutos. 
Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes, se hicieron alícuotas de 10 µl y se 
guardaron a -20ºC. 
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Tampón de lisis RIPA 
 In vivo In vitro 
Composición Concentración Concentración 
Tris HCl pH=8 50 mM 25 Mm 
NaCl 150 mM 150 mM 
NP-40 1% 1% 
Na deoxicolato 0.5% 1 % 
SDS 0.1% 0.1% 
                  Tabla X. Composición del tampón de lisis utilizado in vivo-in vitro. 
 
8.2.2. Determinación de la cantidad de proteína. 
In vitro  
La valoración de la concentración de proteínas presente en los extractos 
celulares, se realizó mediante el kit comercial (Pierce BCA Protein Assay kit), basado 
en la reacción de iones cobre del ácido bicinconínico con las proteínas de la muestra 
biológica. Este kit permite valorar cantidades de proteína comprendidas entre 20 y 2000 
µg/ml. En este ensayo las muestras de proteína cuya concentración se pretendía valorar 
se diluyeron (1:10) y se aplicaron por triplicado a una placa de 96 pocillos. Para conocer 
la concentración de proteína se generó una recta de calibrado realizada a partir de 
concentraciones conocidas de albúmina. A continuación, se añadió el compuesto WR 
proporcionado con el kit, el cual contiene iones de cobre que forman complejos 
coloreados con las proteínas a valorar. Transcurridos 30 minutos de incubación a 37ºC 
se midió la absorbancia de los compuestos coloreados obtenidos en un lector de placas 
(Power Wave XS2, Biotek) a una longitud de onda de 562 nm. 
In vivo 
La cantidad de proteína total presente en las retinas de ratón, se cuantificó 
mediante el método descrito por Bradford (1976). Este método se basa en la interacción 
de un colorante, el tinte Azul Brillante de Coomasie G-250, con las proteínas formando 
un complejo coloreado con absorción a 595 nm.  
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Las muestras de lisado de retina fueron diluídas (1:1000), se adicionó 1 ml de 
reactivo de Bradford y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, se midió la absorbancia a 595 nm en el lector de placas.  
Tanto para la determinación de proteína en los extractos celulares como en la 
muestra tisular se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) como patrón, de la que se 
prepararon diluciones que contenían en un rango de entre [25-2000] µg/ml de proteína 
en extractos celulares y, de [0-25] µg/ml  en el caso de la recta de calibrado para las 
muestras de tejido. En cada uno de los casos, se ajustaron las muestras problemas a los 
volúmenes de los respectivos patrones. 
En ambos casos, se prepararon triplicados de cada una de las muestras y se 
conservaron a -20ºC hasta su posterior procesamiento. 
8.2.3 Preparación de las muestras. 
In vitro 
Los extractos fueron descongelados y se centrifugaron a 9167 x g a 4ºC durante 
5 minutos. Las muestras se prepararon adicionando tampón de carga Laemmli 3X (tabla 
XI). Se desnaturalizaron calentando las muestras a 95ºC durante 5 minutos, se dejaron 
enfriar y se centrifugaron antes de ser cargadas en el gel de electroforesis.  
In vivo 
Las retinas lisadas y cuantificadas se descongelaron y se prepararon las muestras 
cuantificadas previamente por Bradford diluyéndolas en relación 1:1 con tampón 
Laemmli 2X (tabla XI) .Previamente, se ajustó la cantidad de muestra total a cargar en 
el gel necesaria para detectar la proteína objeto de estudio. Las condiciones 
experimentales para cada proteína se detallan  más adelante (apartado 8.2.4.). 
 
 
 
 
 
   
119 
  
             Material y métodos 
 
Tampón Laemmli 
Composición In vivo 3x In vitro 2x 
Tris HCl (pH 7.6) 195 mM pH 6.8 125 mM 
Glicerol 30% (v/v) 20% 
SDS 9% (p/v) 4% 
Azul de bromofenol 0.02% (p/v) 0.02% 
Β-mercaptoetanol 15% (v/v) 10% 
EDTA - 15 mM 
              Tabla XI. Composición de los tampones de carga para la preparación de las muestras. 
 
8.2.4 Electroforesis, transferencia y revelado de proteínas. 
Las proteínas de los extractos celulares se separaron mediante una electroforesis 
SDS-PAGE. El porcentaje de poliacrilamida del gel separador (10-15%) y el volumen 
de los lisados empleados en la electroforesis se determinaron en función de la proteína a 
estudiar y se ajustaron previamente (tabla XIV). En todos los casos, la composición del 
gel concentrador (4%) fue la misma.  
Electroforesis en gel de acrilamida 
La electroforesis se realizó en tampón de electroforesis (tabla XII) a temperatura 
ambiente en el sistema mini-protean 3 (Bio Rad) a potencial constante (100-120 V), 
determinado por el grosor y porcentaje de poliacrilamida del gel durante 
aproximadamente 2 horas. Uno de los pocillos del gel se reservó para la mezcla control 
de patrones coloreados de pesos moleculares conocidos. 
Transferencia electroforética 
Las proteínas fueron transferidas según el procedimiento descrito por Towbin y 
cols., (1979) utilizando un equipo de transferencia húmeda, aplicándose una intensidad 
constante de 150 mA 80 minutos hasta conseguir la transferencia total de las proteínas 
del gel a la membrana de nitrocelulosa. 
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Tampones Western-Blot 
Electroforesis 5X PH 8.3 Transferencia 10x 
Glicina 0.96 M Glicina 192 mM 
SDS 0.50% SDS - 
Tris 0.125 M Tris 25 mM 
-  Metanol 20% 
    Tabla XII. Tampones desarrollo procedimiento Western Blot. 
 
Inmunodetección 
Bloqueo 
Tras finalizar la transferencia, la membrana se incubó 1 hora a temperatura 
ambiente con la solución de bloqueo, compuesta por TBS con Tween-20 al 0.1% (v/v) 
en el que se había disuelto leche desnatada en polvo al 5% o BSA al 3% (p/v) 
dependiendo de la proteína estudiada. 
Incubación de anticuerpo primario y lavados 
Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo 
primario (tabla XIII) diluido en solución de bloqueo, en agitación. Seguidamente, la 
membrana se lavó tres veces durante 10 minutos cada vez alternando TBS con Tween-
20 al 0.1%, para eliminar el exceso de anticuerpo.  
 
Anticuerpos 1º Tipo Donador Dilución Referencia 
Anti P-JNK1,2 (Thr183/Tyr 185) Policlonal Conejo 1:500 
11504 Signalway 
Antibody (SAB) 
Anti SAPK/JNK Policlonal Conejo 1:500 9252 Cell Signaling 
Anti P-p38 (Thr180/Tyr182) Policlonal Conejo 1:1000 9211 Cell Signaling 
Anti NPP1 Monoclonal Ratón 1:100 SC 166649 
Anti-amyloid β (clone W0-2) Monoclonal Ratón 1:2000 Milipore MABN10 
Anti-P2X7 receptor Policlonal Conejo 1:1000 Alomone APR-004 
Anti solute carrier family 17 
member 9 (VNUT) 
Policlonal Conejo 1:500 ABN110 millipore 
Anti P38 MAPK Policlonal Conejo 1:1000 9212 Cell Signaling 
Anti-Glial Fibrillary Acidic Monoclonal Ratón 1:400 Sigma G3893 
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Protein (GFAP)  
Anti-sinaptofisina (clone SVP.38) Monoclonal Ratón 1:2000 Sigma S5768 
Anti Brn3a(C-20) Policlonal Cabra 1:200 SantaCruz sc 31984 
Anti cleaved caspase-3 (Asp175) Policlonal Conejo 1:1000 9661 Cell Signaling 
Anti GAPDH (H-12) Monoclonal Ratón 1:500 SantaCruz sc 166574 
     
Tabla XIII. Relación de anticuerpos primarios utilizados para experimentos de 
inmunotransferencia. 
 
Incubación de anticuerpo secundario y lavados 
A continuación, se realizó la incubación con el correspondiente anticuerpo 
secundario ligado a peroxidasa en TBS1X-Tween 20 (0.1%) con leche 0.25% (ver 
anticuerpos, (tabla XIV) a temperatura ambiente durante 1 hora. El exceso de anticuerpo 
secundario se eliminó mediante tres lavados como los realizados después de la 
incubación con el anticuerpo primario.  
 
Anticuerpos 2º Donador Dilución Marca Referencia 
Anti-IgG de 
ratón-HRP 
cabra 1:10.000 Jackson 
Immunoresearch 
115-035-008 
Anti-IgG de 
conejo-HRP 
cabra 1:10.000 Jackson 
Immunoresearch 
111-035-046 
Anti-IgG de 
cabra-HRP 
conejo 1:10.000 Jackson 
Immunoresearch 
305-035-008 
Tabla XIV. Relación de anticuerpos secundarios utilizados para experimentos de 
inmunotransferencia. 
 
Detección de la proteína 
Finalmente, la membrana se reveló empleando el reactivo ECL
TM
 Western 
Blotting Detection Reagent o con ECL con mayor límite de detección Super Signal 
West Pico Chemiluminiscent Substrate que contiene un sustrato de la peroxidasa 
quimiluminiscente, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Reutilización de la membrana (Stripping) 
  Las membranas fueron re-utilizadas empleando anticuerpos frente a la 
gliceraldehído 3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (proteína que permanece invariable 
en el modelo de estudio durante los diferentes tratamientos que se llevaron a cabo) o 
frente a JNK, p38 (para las membranas previamente incubadas con la forma fosforilada 
de dichas proteínas). Para ello, se mantuvieron las membranas a 55ºC durante 15-30 
minutos con agitación en la solución detallada en la tabla XV. 
 
 
 
 
 
Tabla XV. Composición de la disolución de stripping. 
 
Posteriormente, se lavaron con TBS 1X-Tween 20 al 0.1 % durante 30 minutos 
y se continuó con el protocolo de detección con anticuerpos a partir del bloqueo de la 
membrana. 
Densitometría de las películas 
La densidad del marcaje inmunoreactivo se analizó empleando el programa 
Kodak Molecular Imaging. Los datos se normalizaron con respecto a la intensidad de la 
banda del control de carga correspondiente para cada condición experimental.  
8.2.5. Condiciones experimentales para experimentos de distintas 
condiciones. 
Para la detección de cada una de las proteínas estudiadas a lo largo del presente 
trabajo, se utilizaron diferentes condiciones experimentales en función de las 
características intrínsecas a la proteína o al anticuerpo seleccionado. Las diluciones de 
los anticuerpos empleadas se muestran en la tabla XVI. 
 
Solución Stripping 
Composición Concentración 
Tris HCl pH 6.7 62.5 mM 
SDS 2% (p/v) 
Β-mercaptoetanol 100 mM 
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Tabla XVI. Condiciones experimentales detalladas en función de la proteína a detectar. 
 
Las condiciones experimentales óptimas para cada una de las proteínas a 
analizar se muestran en la tabla XVI, la solución de bloqueo se realizó generalmente en 
leche y/o BSA para proteínas fosforiladas. 
8.3 Ensayos de inmunodetección por ELISA. 
Se realizaron experimentos de inmunodetección por ELISA para la 
cuantificación de la expresión de las proteínas P-JNK y P-p38 presente en la línea 
celular tras la estimulación con BzATP.  
Las células R28 se sembraron (3x10
4
células/pocillo) en placas de 96 pocillos, se 
deprivaron 24 horas antes y se incubaron a diferentes tiempos (5, 15, 30 y 60 minutos) 
con medio o con cada una de las concentraciones de BzATP ensayadas (100, 250 y 500) 
µM. Además, se pre-incubaron a la concentración de 1 µM, tanto BBG como A438079, 
durante 30 minutos y se sometieron a exposiciones de BzATP a las concentraciones 
detalladas anteriormente junto con la presencia de cada uno de los antagonistas en los 
tiempos establecidos.  
Proteína Carga (µg) % Gel Separador 
P2X7 30 10 
GFAP 30 10 
Brn3a 40 10 
Syp 20 10 
P-JNK 20 10 
P-p38 40 10 
JNK 30 10 
p38 40 10 
VNUT 60 10 
NPP1 70 10 
GAPDH 30 10 
Caspasa-3 130 15% 
β-amiloide 60 [7-15] % 
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Procedimiento experimental de la técnica 
A continuación, se detalla el procedimiento llevado a cabo descrito en el kit de ELISA 
p38 alpha (Thr180/Tyr182) y JNK alpha (Thr183/Tyr185) In-cell. 
Fijación: Se adicionaron 100 µl de solución de fijación durante 20 minutos a 
temperatura ambiente en agitación y se realizaron varios lavados. 
Se adicionaron 200 µl de Quenching Buffer, durante 20 minutos a temperatura ambiente 
y lavados. 
Bloqueo: mediante 200 µl de Solución de Bloqueo, durante 1 hora a 37ºC y lavados. 
Incubación de anticuerpos: A continuación, se adicionaron 50 µl de los respectivos 
anticuerpos primarios (Mouse anti-phospho-JNK y Mouse anti-phospho-p38) en 
dilución (1:1000) durante 2 horas a temperatura ambiente y se realizaron varios lavados. 
Se incubaron con el anticuerpo secundario HRP conjugado Anti-Mouse IgG, durante 1 
hora a temperatura ambiente.  
Finalmente, se adicionaron 100 µl del sustrato TMB, durante 30 minutos a temperatura 
ambiente en agitación, y en oscuridad. Se finalizó la reacción por adición de solución de 
parada. La medida colorimétrica se llevó a cabo en un lector de placas a 450 nm. 
 
9. RETROTRANSCRIPCIÓN Y REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA (PCR). 
9.1 Extracción del ARN y cuantificación.  
El ARN fue aislado en los ratones C57BL/6J y DBA/2J siguiendo el protocolo 
de extracción de ARN a partir de muestras de retina mediante el kit comercial 
Nucleospin
®
 RNA/ Protein Kit.   
Recogida de muestra y lisis tisular: Tal y como se describió en las sección de Western 
Blot se extrajeron las retinas y se llevó a cabo el lisado de las mismas añadiendo 350 l  
de tampón RP1 y mediante la disgregación mecánica pasando todo el volumen por una 
jeringa con aguja de 20G aproximadamente 30 veces. 
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Filtración y centrifugación a 10953 x g durante 1 minuto. 
Adición de 350l de EtOH 70%, filtrado y centrifugación a 10953 x g durante 30 
segundos. 
Eliminación de las sales: se añadió 350 l de MDB y centrifugó durante 1 minuto a 
10953 x g.  
Digestión de ADN y lavados: Se adicionaron 95 l de rDNase (preparada 1:10), se 
incubó  a temperatura ambiente 15 minutos y se realizaron lavados con los tampones 
proporcionados por el kit. 
Elución del ARN: Se adicionaron 60 l de RNase-free y centrifugó a 10953 x g durante 
1 minuto.  
Cuantificación del ARN 
 La concentración de ARN en las muestras extraídas se determinó mediante un 
método fluorimétrico de gran sensibilidad utilizando el reactivo Ribogreen. Para llevar a 
cabo la cuantificación del ARN se realizó una recta patrón con estándares Ribosomal 
ARN de rango [0.05-1] µg/ml del kit de Ribogreen

 RNA Quantitation Reagent and Kit 
y se midió la emisión de fluorescencia a 538 nm. Las muestras se mantienen a -80ºC 
hasta el momento de la retrotranscripción. 
Retrotranscripción  
La síntesis de ADN complementario (ADNc) se realizó por RT-PCR a partir del 
ARN total de tejido usando el kit “Superscript III first-strand synthesis system” con 
oligo dT como oligonucleótido de amplificación. Para la primera reacción de 
preincubación, se mezclaron 200-300 ng de RNA, 1 μl de oligo dT, 1 μl de 10 mM 
dNTPs y agua DEPC en un volumen final de 10 μl y se incubó durante 5 minutos a 
65ºC e inmediatamente después 5 minutos en hielo. A continuación, se añadió a cada 
tubo la mezcla de síntesis de ADNc que contiene 1μl de tampón 10x RT, 1 μl de 0.1 M 
DTT, 2 μl de 25 mM MgCl2, 1 μl de RNasaOUT y 1 μl de Superscript III RT. La 
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mezcla se incubó a 50ºC durante 50 min y se paró a 85ºC durante 5 min. Por último, se 
añadió 1 μl de RNasa H y se incubó durante 30 min a 37º C.  
9.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 50 μl 
empleando 2 μl del ADNc obtenido y la mezcla de reacción indicada en la tabla XVII: 
Preparar la mezcla de reacción (tabla XVII). En el control negativo, se sustituyó el 
volumen de ADN por un volumen igual de H2O para biología molecular.  
 
Componente Mezcla 
10x PCR Buffer 5 ul 
50x dNTP Mix 1 
Forward primer (P2X7E) 10 uM 1 
Reverse primer (P2X7E) 10 uM 1 
PCR water  
TITANUM
TM
 Taq DNA polymerase 1 
Tabla XVII. Componentes de mezcla de reacción para PCR. 
 
Primers Secuencia Casa comercial 
F-P2X7I     forward 5′- GCACGAATTATGGCACCGTC-3′ Sigma 
R-P2X7I           reverse 5′- ACACCTGCCAGTCTGGATTCCT-3′  
F-GAPDH forward 5′- ACCACAGTCCATGCCATCAC -3′ Sigma 
R-GAPDH    reverse 5′- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3′  
Tabla XVIII. Secuencia de los primers utilizados en la PCR. 
 
Reacción de amplificación: Las condiciones de temperatura establecidas  para la 
amplificación de P2X7 fueron  95ºC durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos a 95ºC 
durante 1 minuto y 68ºC durante 1 minuto hasta continuar finalmente a 72ºC durante 3 
minutos. Las condiciones para la amplificación de GAPDH fueron 95ºC durante 5 
minutos, seguida de 30 ciclos a 95ºC durante 45 segundos, 60ºC durante 45 segundos, 
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72ºC durante 2 minutos y 72ºC durante 7 minutos.  Las reacciones de amplificación por 
PCR se llevaron a cabo en el termociclador Mastercycler de Eppendorf. El producto de 
PCR se mantuvo a -20ºC para su conservación. 
9.3 Electroforesis. 
Las muestras se prepararon tomando 10 µl de cada una de ellas y adicionando a 
cada una de ellas 2 µl de 6X Orange Loading Dye Solution. Los productos de PCR se 
corrieron en un gel de agarosa al 1.5 %, en presencia de bromuro de etidio (1µg/mL). 
Como marcador de peso molecular conocido se utilizó el patrón de ADN comercial 
PCR GeneRuler
TM
Low Range DNA ladder. Los fragmentos de PCR obtenidos se 
visualizaron mediante el sistema de captación de imágenes Kodak GL 200 Imaging 
System (Kodak, Rochester, NY, USA). 
 
10. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC). 
 Los nucleótidos presentes en el sobrenadante se determinaron mediante el 
método cromatográfico de par iónico. Este método consiste en un intercambio selectivo 
de iones de la muestra y un reactivo de carga contraria que se añade al eluyente, el 
tetrabutilamonio (TBA), permanentemente unidos a una matriz polimérica. La muestra 
es retenida porque reemplaza los contraiones de la fase estacionaria con sus propios 
iones. La muestra es eluída de la columna en función del pH, la fuerza iónica de la fase 
móvil, haciendo que ésta desplace los iones de la muestra de la fase estacionaria. La 
retención, por tanto, está directamente relacionada con el número de fosfatos que 
presente el nucleótido, cuanto mayor sea éste mayor será la retención y más tarde eluirá 
el compuesto (Ramos-Salazar y Baines, 1985).  
10.3.1 Aislamiento de la retinas para el análisis por HPLC.  
Se analizaron ratones C57BL/6J y ratones DBA/2J para cada uno de los 
diferentes estadios objeto de estudio: 3, 9, 15 y 23 meses de edad. Así como ratones 
B6C3F1 y ratones B6C3F1-Tg (APP, PSEN1) a 3, 14 y 17 meses de edad. Ambos ojos 
fueron enucleados mediante unas tijeras estériles curvadas para poder seccionar el 
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nervio óptico. Todo el procedimiento se realizó con extremo cuidado para evitar dañar 
el tejido nervioso. Los globos oculares se mantuvieron en solución Ringer estéril y 
fueron diseccionados bajo un microscopio estereoscópico. Se disecó la córnea con una 
tijera de disección en ángulo y la ayuda de una pinza de 0.8 mm. Se retiró el iris y el 
cuerpo ciliar y, mediante una ligera presión se retiró el cristalino. Se separó la retina de 
la esclerótica y se limpió retina de coroides, epitelio pigmentario y vítreo.  
10.3.1.1 Determinación de los niveles de ATP y Ap4A tras la estimulación 
retiniana.  
La determinación de los niveles de ATP en retinas estimuladas se llevó a cabo 
en el modelo glaucomatoso y en el modelo de enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, 
solo en el primer modelo se realizaron medidas para la determinación del Ap4A. 
Procesamiento del tejido  
Las retinas aisladas fueron divididas en dos grupos, las retinas control y las 
retinas estimuladas. Las retinas control se mantuvieron en solución de Ringer (tabla II) 
a 37ºC durante 1 minuto y las retinas estimuladas fueron incubadas en una solución de 
cloruro de potasio (KCl) 59 mM en Ringer durante 1 min. Los sobrenadantes (1000 µl) 
se recogieron en tubos eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron en hielo durante 5 min. A 
continuación, se procesaron las muestras según el protocolo descrito por Lazarowski 
(2010).  Los tubos se calentaron en un termobloque a 98°C durante 2 minutos se 
mantuvieron en hielo durante 10 min. Para precipitar las proteínas, se centrifugó cada 
uno de los tubos a 15493 g durante 10 minutos a 4ºC. Las concentraciones de ATP 
liberado se midieron utilizando una HPLC de fase reversa y detección UV/VIS. 
Medida de la concentración de ATP en las retinas estimuladas. 
Se descongelaron las muestras y se agitaron durante aproximadamente 30 
segundos. Los niveles de ATP liberado tras la estimulación a la que fueron sometidas 
las retinas, fueron analizados en 250 µl de los sobrenadantes recogidos. Se llevó a cabo 
el mismo procedimiento para realizar las medidas cromatográficas modificando 
ligeramente el porcentaje de acetonitrilo empleado (20%) en función del paso del 
tiempo de la columna cromatográfica.   
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10.3.1.2 Determinación de los niveles de ATP total.  
Procesamiento del tejido  
Las muestras de tejido de ratones glaucomatosos se homogeneizaron con ayuda 
de unas tijeras de disección y se llevó a cabo una lisis mecánica en 10 vols. de ácido 
tricloroacético (TCA) al 5% y se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml. A 
continuación, se centrifugaron a 22000 x g durante 10 min a 4ºC. Los sobrenadantes se 
trasvasaron a tubos eppendorf y se neutralizaron con una solución de hidróxido de 
potasio (KOH) al 2.5% ajustado a un valor de pH de 7.5 aproximadamente. Las 
muestras se congelaron hasta su análisis por cromatografía líquida de alta presión 
(HPLC). 
Medida de la concentración ATP en las retinas lisadas 
Se descongelaron las muestras y se agitaron durante aproximadamente 30 
segundos. Los niveles de ATP, fueron analizados en muestras de aproximadamente 20 
µl de los extractos de tejido en ácido tricloroacético. 
Se equilibró el sistema cromatográfico con una fase móvil, tamponada a pH 7.5 
con KOH (5M), apropiada para poder visualizar los picos del nucleótido 
correspondiente con claridad y separados del frente del cromatograma. La solución se 
desgasificó mediante un sonicador de baño durante 15-20 minutos. La velocidad de 
flujo establecida a lo largo de los ciclos cromatográficos fue de 2 ml/min.  
Fase móvil ATP total 
Composición Concentración (g/l) 
KH2PO4 1.36 
TBA 0.679 
CH3CN 17%-20% 
                                                                                 Tabla XIX. Composición fase móvil. 
 
Para la obtención de un patrón que nos sirva de referencia para las mediciones 
posteriores, se llevaron a cabo inyecciones de 10 µl de los estándares (10 µl de ATP 100 
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µM y 10 µl de Ap4A 100 µM) de una mezcla de los estándares (5 µl de ATP 100 µM y 
5 µl de Ap4A 100 µM). Se obtuvieron sus respectivos cromatogramas con un área y a 
un tiempo de retención determinado, con los que se pudo llevar a cabo la calibración del 
experimento con cada uno de los nucleótidos a estudiar. A continuación, se realizaron 
inyecciones de entre 10 y 20 µl de cada una de las muestras y se analizaron los 
correspondientes cromatogramas. La medida de ATP fue realizada a  una longitud de 
onda de 254 nm y las mediciones obtenidas se dieron en picomoles/mg retina.  
10.3.2 Extracción de humor acuoso para el análisis por HPLC. 
La extracción de humor acuoso de los ratones control y glaucomatosos, se llevó 
a cabo bajo anestesia general mediante una i.p de una mezcla de ketamina-xilacina (ver 
apartado 4.1.1). Se inmovilizó el globo ocular con ayuda de unas pinzas curvas y 
forceps, extrayéndose aproximadamente 2 µl de humor acuoso de cada ojo utilizando 
una jeringa con una aguja de 30 G. Todo el procedimiento se realizó bajo un 
estereomicroscopio. Posteriormente, la muestra de humor acuoso se diluyó hasta un 
volumen final de 10 µl. A continuación, se procesaron las muestras, para la eliminación 
de la parte proteica, tal y como se ha descrito en la sección anterior (apartado 10.3.1.1). 
Las condiciones cromatográficas fueron las mismas que las descritas en las 
determinaciones anteriores. 
 
11. MICROFLUORIMETRÍA. DETERMINACIÓN DE CALCIO 
INTRACELULAR. 
La determinación fluorimétrica de calcio en la línea celular R28 fue llevada a 
cabo empleando la técnica descrita por (Grynkiewicz y cols., 1985), basada en el 
empleo de la sonda fluorescente Fura-2 AM. El indicador Fura-2, es un compuesto 
polianiónico hidrofílico que une Ca
2+
 de forma específica. En los ensayos se utilizó la 
forma acetoximetil éster, Fura-2 AM, capaz de atravesar la membrana plasmática de las 
células. Una vez en el citosol, el enlace éster es hidrolizado por esterasas inespecíficas 
de modo que el Fura-2 se libera y queda confinado en el citosol, donde puede unirse al 
calcio libre. La formación de este complejo da lugar a la emisión de fluorescencia con 
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un máximo a una longitud de onda de 510 nm, produciéndose al tiempo que se produce 
el desplazamiento del espectro de excitación de 380 a 340 nm (figura 7). 
 
 
Figura 7. (A) Estructura de la sonda fluorescente Fura-2. (B) Espectros de excitación de la sonda 
fluorescente para el Ca
2+,
 Fura-2 
 
Determinación microfluorimétrica de calcio libre intracelular, [Ca2+]i, en 
células R28. 
Las células se sembraron un día antes de la realización de la medida de calcio,  
en cubreobjetos redondos de vidrio de 15 mm de diámetro a una densidad de 40.000 
células/cm
2
. Para llevar a cabo la entrada de la sonda fluorescente, los cubres se 
incubaron con una solución  5 µM de Fura-2AM  en medio Locke (tabla II) en 
oscuridad, durante 45 minutos a 37ºC. A continuación, los cubres se incubaron en una 
solución salina Locke normal para detener la carga de la sonda.    
En el momento de realizar los ensayos los cubreobjetos se pegaron con grasa de 
vacío (hidrófoba) a la parte inferior de una cámara de perfusión de metacrilato. Esta 
cámara se situó sobre la platina de un microscopio de epifluorescencia y se conectaron a 
la cámara tubos de silicona de entrada y salida para las soluciones de perfusión. Las 
soluciones de entrada se manipularon mediante un controlador de válvulas  y se 
mantuvo mediante un termostatizador a 37ºC, y éste sistema a su vez, a una altura 
suficiente para que el flujo se mantuviese constante a 1.5 ml/min por diferencia de 
presión hidrostática. Tras llegar a la cámara el medio de perfusión se aspiró de forma 
continua mediante una bomba de vacío. Este sistema de perfusión continua que se 
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acumule  cualquier metabolito que pueda salir de las células durante la perfusión, o 
bien, cualquier producto de hidrólisis de los fármacos aplicados. Todos los agonistas 
(ATP, BzATP y UTP 100 µM) y/o antagonistas utilizados (A438079, 5 µM y suramina 
100 µM) se disolvieron en medio Locke. Los agonistas se aplicaron durante 30 
segundos y los ensayos con antagonistas se incubaron durante 5 minutos antes y durante 
la aplicación del agonista.  
Una vez montada la cámara sobre el microscopio, las células se iluminaron 
alternativamente con luz de 340 y 380 nm, modificando filtros por control del 
obturador. La selección de longitudes de onda corresponde a los máximos de los 
registros de fluorescencia de soluciones de Fura-2 saturadas de calcio (340) y Fura-2 
libre de calcio (380). Del mismo modo, se comprobó que el punto isosbéstico del Fura-2 
(360 nm) coincidía con el descrito por (Castro y cols., 1994) (figura 7). 
La luz fue reflejada hacia el objetivo mediante un espejo dicroico que transmite 
las longitudes de onda superiores a 430 nm y refleja las longitudes de onda inferiores. 
De este modo, sólo alcanzan la muestra la luz de 340 y 380 nm, mientras que la luz 
fluorescente emitida por el Fura-2, de 510 nm, atraviesa el espejo dicroico y es 
conducida hacia la cámara ORCA-ER , después de pasar por un filtro interferencial de 
paso de banda centrado a 510 nm. Para hacer las medidas de fluorescencia se usó un 
objetivo NIKON 20x. Los registros de fluorescencia que se muestran en el presente 
trabajo corresponden a la variación temporal de fluorescencia de una región elíptica 
situada sobre las neuronas. Estos registros se muestran como la relación existente entre 
la fluorescencia a 340 y 380 nm (F340/F380) en función del tiempo. Antes de calcular la 
razón entre ambas longitudes de onda, se sustrajeron los valores de fluorescencia basal 
de cada una de las imágenes recogidas para cada longitud de onda (figura 7).   Todo el 
equipo estuvo controlado por un ordenador con un software MetaFluor 6.3r6 PC.  
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Figura 8. Cálculo de la relación de fluorescencia a cada tiempo medidas a 340 y 380 nm. (A) 
Intensidad de fluorescencia a las dos longitudes de onda de excitación registradas. (B) Los registros 
temporales obtenidos se dividen entre si para obtener el ratio de fluorescencia F340/F380. 
 
 
12. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR. 
El estudio de supervivencia o viabilidad celular frente al tratamiento con BzATP  
se llevó a cabo en neuronas R28 utilizando el compuesto Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).  
Este ensayo colorimétrico cuantifica las células metabólicamente activas capaces 
de llevar a cabo la reducción del reactivo MTT (soluble y de color amarillo) a un 
compuesto insoluble de color azul-púrpura (formazán). Esta reducción es realizada por 
la enzima mitocrondrial succinato-deshidrogenasa pudiendo determinar la funcionalidad 
de las mismas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán 
generado pudiendo determinar la actividad reductora midiendo la absorbancia a una 
longitud de onda de 550 nm, a la que se sitúa el máximo de absorbancia del formazán 
(Mosmann, 1983; Denizot y Lang, 1986). 
Las células se incubaron en placas de 24 pocillos a una concentración de 20.000 
células/ml en presencia de concentraciones crecientes de BzATP (previa deprivación)  
[100-2000 µM] durante 24 horas. Se ensayaron también concentraciones de 100 y 250 
µM  BzATP  en presencia de los respectivos antagonistas BBG y A43 a concentraciones 
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de 1 µM. Transcurridos los tiempos de incubación, se retiró el sobrenadante de cada uno 
de los pocillos y se adicionaron 400 µl de la solución de MTT (0.5 mg/ml) y se agitó, 
dejando incubar durante 2 horas a 37ºC y en oscuridad. Al finalizar el periodo de 
incubación, se lisaron las células añadiendo a cada pocillo 350 µl de DMSO. Se 
trasvasaron 250 µl de cada uno de los pocillos a una placa de 96 pocillos y, finalmente, 
se midió la absorbancia a 570 nm con un sistema lector de placas. Se incluyó un blanco 
de medida y además se restó para cada pocillo el valor de la absorbancia background 
(absorbancia intrínseca del plástico de la placa) de medida a 690 nm.  Los valores 
numéricos obtenidos de los experimentos de MTT se expresaron como porcentaje de la 
viabilidad celular con respecto a las células control (no tratadas). El efecto de cada dosis 
del agonista así como de los correspondientes antagonistas se estudió por triplicado. 
 
13. DETECCIÓN DE APOPTOSIS CELULAR. 
13.1 Detección morfológica de la muerte celular. 
Mediante microscopía confocal, se realizó un seguimiento morfológico de la 
evolución de las células sometidas al tratamiento con BzATP. Para ello, se trataron con 
diferentes concentraciones de BzATP  (100-2000) µM y se estableció cualitativamente 
el avance del proceso apoptótico. Las células fueron cultivadas en placas multiwell de 
24 pocillos y se observaron a diferentes concentraciones de agonista. La figura 9A 
muestra las R28 que se observan normalmente en cultivo, la mayoría presentan una 
forma fusiforme y, tras la observación detallada se diferencian algunos tipos celulares 
con forma estrellada. Tras la estimulación de las células con concentraciones crecientes 
de BzATP (figura 9B-F), se observaron como muchas de las células comenzaban a 
sufrir una reducción citoplasmática, además de observar la apariencia vesiculada hasta 
llegar a la desintegración total del cuerpo celular.  
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Figura 9. Evolución de la línea R28 E1A-NR.3 cultivadas en medio DMEM tras la exposición a 
concentraciones crecientes de BzATP [100-1000] µM. 
 
 
 
13.2 Cuantificación de apoptosis mediante caspasa-3.  
Dentro del estudio de los procesos de muerte celular programada, hay multitud 
de métodos disponibles para poder evaluar la pérdida celular. Muchos de ellos están 
basados en actividad metabólica o cambios en la expresión proteica. Llevamos a cabo el 
estudio de la misma, por citometría de flujo, de modo que pudiera ser posible 
discriminar poblaciones celulares en procesos de necrosis y en apoptosis.  
Procedimiento experimental 
Las células se incubaron en botellas F25 a una concentración de 12.000 
células/cm
2
 en presencia de concentraciones crecientes de BzATP (previa deprivación 
durante 24 horas)  [100-2000 µM] durante 48 horas. Se ensayaron también 
concentraciones de  250 y 500 µM  BzATP  en presencia de los respectivos antagonistas 
BBG  y A438079 a  concentraciones de 1 µM. Transcurridos los tiempos de incubación, 
se analizó la activación del marcador de apoptosis caspasa-3/7 por citometría de flujo 
empleando el kit comercial Muse
TM
 Caspase-3/7. Los cultivos celulares sometidos a los 
distintos tratamientos, se tripsinizaron y tras realizar el contaje de las células se preparó 
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una suspensión celular a la densidad adecuada (1.5 x 10
6
 células/ml) en un tampón 
suministrado con el kit. Para la detección de la actividad de caspasa-3/7 se incubaron 
alícuotas de 50 μl de la suspensión celular con el agente MuseTM caspasa-3/7 
NucView
TM4
 proporcionado por el kit
 
durante 30 minutos a 37ºC y en oscuridad. El 
agente contiene una sonda de unión al ADN asociada al péptido sustrato DEVD (Asp-
Glu-Val-Asp), tras el corte por caspasa 3/7 activa, la sonda se libera y se une al ADN 
generando la emisión de fluorescencia. A continuación, las células se incubaron durante 
5 minutos con el marcador de muerte celular 7-AAD empleado como indicador de 
integridad de la membrana y muerte celular. El incremento en fluorescencia de las 
células se determinó mediante el citómetro de flujo Muse
®
 Cell Analizer. La emisión de 
luz de excitación se realizó a 488 nm con un láser de fluorescencia verde class IIIb, 
registrándose la emisión de fluorescencia a 515 nm (actividad de caspasa 3/7) y a 647 
nm (7-ADD).  
13.2.1 Análisis de las muestras mediante citometría de flujo. 
Este kit permitió determinar el porcentaje celular en varios estadios de apoptosis 
mediante caspasa 3/7. Además el marcador celular 7-AAD se utilizó como indicador de 
integridad de la membrana y muerte celular. De este modo, se pudieron distinguir 
diferentes estados de muerte celular en función de la diferente tinción frente a los dos 
marcadores: células vivas: caspasa 3/7 (-) y 7-AAD (-); células apoptóticas: caspasa 3/7 
(+) y 7-AAD (-); células en apoptosis tardía-necrosis: caspasa 3/7 (+) y 7-AAD (+) y 
células en necrosis: caspasa 3/7 (-) y 7-AAD (+). 
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Figura 10. Representación de un análisis por citometría de flujo con células marcadas con caspasa-
3/7 y 7-ADD.  
 
El gráfico que se obtiene representa el porcentaje de células vivas, en apoptosis, 
en apoptosis tardía y necrosis pudiendo establecerse una división del mismo en cuatro 
cuadrantes: En el cuadrante inferior izquierdo aparecen células viables, en el inferior 
derecho aparecen las células en apoptosis temprana, en el superior derecho apoptosis 
tardía y en el superior izquierdo necrosis.  
13.2.2 Obtención de lisados celulares y determinación de la actividad de la 
caspasa-3.  
La actividad de la caspasa-3 se determinó mediante el Kit de Caspase-3 
Fluorescence Assay. 
Las retinas de los ratones control y glaucomatosos, se extrajeron tal y se lavaron 
con PBS. A continuación, fueron homogeneizadas en un tampón de lisis (50 mM 
HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1% 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate, 10 mM DTT, and 100 mM EDTA, 10 µg de leupeptina, 2 µg/ml de 
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pepstatina, 2 µg/ml aprotinina, 1 mM PMSF, and 0.03% digitonina) en dilución (1:5) a 
4ºC durante 30 minutos. Se recogió el sobrenadante y, tras ser valorado, mediante el uso 
del reactivo de Protein Assay Reagent Bradford, se conservaron a -20ºC hasta su uso. 
Procedimiento medida actividad: 
Se descongelan las muestras y se centrifugaron a 15000 x g durante 15 minutos a 
4ºC. Los sobrenadantes fueron transferidos a pocillos individuales en una placa de 96. 
Los lisados fueron testados a diferentes diluciones y curva de calibrado y fueron 
incubados con 100 µl de sustrato de caspasa-3 (caspase-3 substrate, N-DEVD-N'-
morpholinecarbonyl-rhodamine 110 (Ac-DEVD-N´-MC-R110). Se evaluó la caspasa-3 
mediante la medida de la ruptura del sustrato fluorogénico y se midió a una longitud  de 
onda de excitación de 485 nm y 535 nm de emisión en el lector de placas de 
fluorescencia.  
 
14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS Y PRESENTACIÓN DE 
RESULTADOS.  
Los datos obtenidos se presentan, en general, como la media aritmética ± la 
desviación estándar de la media (SD). Los resultados realizados en los modelos 
animales mostrados en este trabajo, corresponden a un mínimo de 4 ratones. Así como 
los experimentos realizados en cultivos celulares corresponden a un mínimo de tres 
experimentos, realizados con tres cultivos R28 diferentes. La comparación entre medias 
se realizó con un análisis de t de student. Los niveles de significación establecidos 
fueron: p <0.001, diferencia extremadamente significativa (***); p <0.01, diferencia 
muy significativa (**) y p <0.05, diferencia significativa (*).Todos los análisis 
estadísticos se realizaron utilizando el software InStat3 (GraphPad Instat
®
 3 para 
Windows
®
, La Jolla, CA). Los niveles superiores a 0.05 se han tomado como no 
significativos.  
El análisis de los registros electrorretinográficos se realizó con los criterios 
establecidos para la normalización de la Sociedad Internacional de Electrofisiología 
Clínica de la Visión (ISCEV) para las medidas de amplitud y tiempo implícito de las 
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ondas estudiadas. Se calculó la estadística descriptiva; la normalidad de la distribución 
de los datos se examinó con (Prueba t de Student desapareada o independiente con 
corrección de Welch) para la comparación entre la respuesta media de amplitud de los 
ojos derechos, a medida que progresaba la patología, en las condiciones lumínicas de -
3.69 cd·s·m
-2
. Como un intento de estimar una posible interrelación entre las 
progresiones de la respuesta a lo largo de los tiempos estudiados, se realizó un análisis 
de varianza (ANOVA) entre los grupos de animales diferentes así como t-test en los 
casos necesarios. La significancia estadística fue colocada en una p <0.001 para todas 
las pruebas.  
Para el análisis estadístico del contaje de CGR de las retinas en plano se utilizó 
el programa SigmaStat
®
 3.1 for Windows
®
). La significación estadística se situó en p < 
0.05 para todos los test estadísticos. Para comparar los datos cuantitativos de número 
total de CGR, se utilizó el test de Krustal-Wallis para comparar más de dos grupos y el 
test de Mann- Withney para comparar los datos de dos grupos.   
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RESULTADOS 
1. EVALUACIÓN DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR EN LA DEGENERACION 
GLAUCOMATOSA. 
  Para caracterizar el modelo animal de glaucoma en lo que se refiere a la PIO se 
realizó un análisis tonométrico en cada uno de los animales a lo largo del tiempo.  Los 
estudios de PIO se llevaron a cabo en los ojos derecho e izquierdo de ratones DBA/2J 
entre 3 y 15 meses y su respectivo grupo control. 
Se encontraron numerosas dificultades técnicas en el procedimiento experimental 
debido a la presencia de calcificaciones y úlceras en las córneas de los animales 
glaucomatosos (John y cols., 1998). Este hallazgo se ve incrementado con la evolución 
de la patología. Además se detectaron heterogeneidades en la córnea debido al aumento 
de grosor previamente descrito en estos ratones (Inman y cols., 2006). 
 
 
 
Figura 1. Evaluación de la superficie corneal en el ratón C57BL/6J (A) y DBA/2J (C-D) a los 15 
meses de edad mediante lámpara de hendidura.  Se observa un incremento del deterioro del pigmento 
del iris propio de la patología con respecto al ratón control (A-B, C). Sección transversal en la que se 
muestra un depósito de sales de calcio en la córnea del modelo de ratón glaucomatoso (C). Fotografía por 
microscopia confocal de un depósito de calcio representativo (D).  
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Los animales se dividieron en diferentes grupos en función de las edades 
establecidas y definidas en la metodología de esta tesis: 3, 6, 9, 12 y 15 meses y 
formados por 8 ratones enfermos y, sus respectivos controles.  Se midieron ambos ojos 
en todos los ratones objeto de estudio. A los 3 meses, se realizaron las mediciones de la 
PIO en los ratones control, C57BL/6J, como garantía de que el seguimiento tonométrico 
era correcto. En la figura 2, se muestran los valores promedio de PIO de cada uno de los 
ojos. Se observa cómo, a partir de los 9 meses, los valores de PIO del modelo animal 
DBA/2J se incrementan, encontrándose aproximadamente un 51% de los mismos por 
encima de los valores basales detectados a los 3 meses incrementándose hasta los 12 
meses de edad. 
 
Figura 2. Evolución de las medidas de PIO en ambos ojos de ratones C57BL/6J y DBA/2J (n=8) en 
función de la edad. Se muestra cómo se produce el incremento de los valores de presión intraocular a 
partir de los 9 meses. Los círculos negros corresponden a medidas en DBA/2J y los círculos blancos 
corresponden a valores de C57BL/6J.  Los valores mostrados corresponden a la media ± S.D. de 
mediciones de cuatro camadas de ratones. La significación estadística se indica mediante * cuando se 
tomó como referencia los valores del control en cada caso, y con # cuando se comparó con la evolución 
de la patología (
**p ˂ 0.01). 
 
2. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DEL MODELO GLAUCOMATOSO.  
Para realizar un seguimiento de la función visual del modelo múrido de 
degeneración glaucomatosa se evaluó la respuesta electrorretinográfica de la retina. Los  
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registros ERG se realizaron en los ojos derechos de ratones C57BL/6J y DBA/2J en  
diferentes estadios de tiempo con el objetivo de analizar la respuesta electrofisiológica 
en cada caso. Para estudiar la evolución del desarrollo del glaucoma, los ratones 
DBA/2J fueron procesados en grupos de ocho y con sus correspondientes controles a los 
3, 6, 9 y 15 meses y se evaluó la STR y las 5 respuestas ISCEV (datos no mostrados). 
Los registros STR se realizaron bajo estímulos luminosos (-5.00 a -4.09 log cd· 
s· m
-2
). Se observó como a medida que aumenta la intensidad del estímulo luminoso la 
amplitud del pSTR y nSTR aumentaba de forma exponencial, tanto en ratones control 
como glaucomatosos (figura 3). No se detectó onda a para intensidades de luz inferiores 
a -2.94 log cd·s·m
-2
. La onda b también aumentó de manera exponencial, alcanzando su 
máximo con estímulos de -2.94 log cd· s· m
-2
.  La respuesta fotópica del ERG se obtuvo 
para la intensidad de la luz de -1.34 log cd ·s· m
-2
 después de 5 minutos de adaptación a 
la luz, pero no se observaron cambios significativos (datos no presentados). 
Para cada edad se compararon los valores absolutos de amplitud de respuesta 
para cada componente del ERG estudiado en ratones glaucomatosos con respecto a los 
valores absolutos de ratones control y, a continuación, se realizó el seguimiento de la 
amplitud de respuesta en función de la progresión de la  degeneración glaucomatosa.  
2.1 Estudio comparativo C57BL/6J y DBA/2J a los 3 meses. 
Los ERG de los ratones control (n=8) mostraron una respuesta del componente 
pSTR inferior cuando se comparaban con los ratones DBA/2J, sin existir una diferencia 
estadísticamente significativa con respecto a los porcentajes de respuesta de los ratones 
C57BL/6J, tal y como se muestra en la figura 3.   
Se observó un incremento de las amplitudes de respuesta de los ratones 
glaucomatosos con respecto a los respectivos controles, que podría estar indicando la 
diferencia “basal” intrínseca a cada cepa y sugerir una discusión en torno al 
establecimiento del modelo C57BL/6J como control del ratón DBA/2J. De esta manera, 
se debería establecer como control aquel estadio donde aún no se han producido 
manifestaciones fenotípicas de la patología, es decir, a los 3 meses de edad.  
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Figura 3. Registros electrorretinográficos escotópicos de ratones C57BL/6J y DBA/2J a los 3 meses. 
Ejemplos de registros ERG representativos en un ratón control (trazo azul) y en un ratón glaucomatoso 
(trazo rojo). La intensidad del estímulo luminoso está indicado a la izquierda de los registros ERG en log 
cd·s·m
-2
.  
 
 
2.1.2 Estudio comparativo C57BL/6J y DBA/2J a los 9 meses.  
A los 9 meses de edad, en la respuesta pSTR, se apreciaron diferencias 
significativas entre los ratones control y los ratones glaucomatosos. Los registros 
electrorretinográficos de animales representativos mostraron una reducción de 
aproximadamente un 15.90 % (t-test, p˂0.01) con respecto al control a intensidades 
luminosas de -3.69 log cd·s·m
-2
. 
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Figura 4. Registros electrorretinográficos escotópicos de ratones C57BL/6J y DBA/2J a los 9 meses. 
Ejemplos representativos de registros ERG representativos en un ratón control (trazo azul) y en un ratón 
glaucomatoso (trazo rojo). La intensidad del estímulo luminoso está indicado a la izquierda de los 
registros ERG en log cd·s·m
-2
.  
 
2.3 Estudio comparativo C57BL/6J y DBA/2J a los 15 meses.  
A los 15 meses de edad, la respuesta pSTR se vio reducida en un 35 % a 
intensidades luminosas de -3.69 log cd·s·m
-2
 con respecto a los ojos control, existiendo 
una diferencia significativa (t-test; p˂0.001). En este estadio, los registros ERG 
escotópicos (intensidades de -2.94 log cd·s·m
-2
) registrados en los ojos enfermos 
también mostraron diferencias significativas, encontrándose las amplitudes de la onda b 
un 26 % por debajo de los valores basales en el correspondiente control (t-test;  
***p˂0.001). 
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Figura 5. Registros electrorretinográficos escotópicos de ratones C57BL/6J y DBA/2J.a los 15 
meses. Ejemplos de registros ERG en un ratón control (trazo azul) y en un ratón glaucomatoso (trazo 
rojo). La intensidad del estímulo luminoso está indicado a la izquierda de los registros ERG en log 
cd·s·m
-2
. Existe una clara reducción en las respuestas pSTR y nSTR de los ojos glaucomatosos respecto a 
los ojos control.  
 
Los valores absolutos de la amplitud de respuesta de la STR a los 15 meses en 
los ratones DBA/2J muestra una reducción estadísticamente significativa para la 
mayoría de los estímulos presentados respecto a los ratones control (figura 5), 
adquiriendo valores similares al control cuando se aplicaban intensidades luminosas 
mayores, es decir, cuando se aplicaban intensidades de luz cercanas a la necesaria para 
obtener la respuesta correspondiente a los bastones.  
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Figura 6. Representación gráfica de las amplitudes promediadas versus intensidad de estímulo en 
los ojos derechos de ratones C57BL/6J (puntos azules) y DBA/2J (puntos rojos) a 3 (A; n=8 para 
cada cepa de ratón) y 15 meses (B; n=8 para cada cepa de ratón). Los datos corresponden a nSTR 
(círculos azules y rojos) y a pSTR (triángulos azules y rojos). La reducción significativa de las amplitudes 
de pSTR en DBA/2J de los 3 a 15 meses se ve acusada en ambas respuestas (p 0.001). 
 
2.4 Evolución temporal de la degeneración glaucomatosa entre 3 y 15 meses.  
Tal y como se ha mostrado en los apartados anteriores, se analizaron los 
registros STR en C57BL/6J y DBA/2J considerando las diferencias significativas entre 
ambas cepas en cada uno de los estadios.  
Además, se compararon las amplitudes de cada una de las cepas con respecto a 
la edad para poder evaluar la posible influencia del envejecimiento en cada grupo de 
animales. Las amplitudes de respuesta en los animales disminuyeron con el aumento de 
la edad, el STR de los controles no mostró diferencias significativas con respecto a las 
diferentes etapas de tiempo estudiado. Sin embargo, la disminución fue notable en 
ratones DBA/2J, confirmando, de esta manera, que la pérdida funcional era originada 
por el desarrollo de la patología. 
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Figura 7. Evolución temporal de los registros electrorretinográficos escotópicos (STR) entre los 3 y 
los 15 meses de edad en C57BL/6J (A) y DBA/2J (B). La respuesta de la retina interna fue registrada 
bajo condiciones de adaptación a la oscuridad. Al aumentar la intensidad del impulso lumínico, cada 
respuesta STR (amplitud) se incrementó, estableciéndose un rango de intensidad entre -5 y -2.94 log 
cd·s·m
-2 
registrados. Se muestran los registros obtenidos para 3 (trazo verde), 6 (trazo azul), 9 (trazo 
morado) y 15 (trazo rojo) de meses de edad. 
 
La figura 7 muestra la evolución de la amplitud de los registros STR en ratones 
C57BL/6J y ratones DBA/2J en el tiempo y su diferente comportamiento. Se analizaron 
los resultados de los diferentes estadios en los ratones DBA/2J. Los registros STR en 
ratones DBA/2J (n = 8) se compararon a los 3 y 6 meses y mostraron una reducción en 
la respuesta pSTR del aproximadamente 49 % (t-test, p<0.001). De tres a nueve meses 
de edad: se observaron diferencias en las amplitudes de las ondas del ERG, 
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encontrándose una reducción de la respuesta pSTR en un 40 % con respecto a 3 meses 
(t-test, p < 0.001). De tres a quince meses de edad: La diferencia entre la media de 
amplitud pSTR en ratones DBA/2J de 15 y 3 meses  fue del 68% (t-test,  p <0.001) 
(figura 7).  
Existe una ligera disminución dependiente de la edad en las amplitudes 
obtenidas de 3 a 15 meses de edad tanto en los ratones C57BL/6J como en los DBA/2J. 
Este descenso se ve incrementado en los ratones glaucomatosos como consecuencia de 
la evolución de la patología.   
Las amplitudes de las ondas se calcularon para cada grupo de animales, así 
como, la diferencia porcentual entre los ojos de DBA/2J y los ojos control. 
 
3. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE NUCLEÓTIDOS EN EL 
GLAUCOMA. 
Los nucleótidos juegan un papel clave en la neurotransmisión y 
neuromodulación del sistema nervioso central. El ATP es sintetizado, almacenado en 
vesículas y liberado al medio extracelular cuando le llega un potencial de acción o a 
través de otros sistemas de membrana. Una vez en el medio extracelular, los receptores 
de nucleótidos denominados P2, serán susceptibles de ser activados por la presencia del 
ATP iniciándose la cascada de señalización intracelular implicada, que varía según el 
subtipo de receptor purinérgico. A continuación, se analizarán los niveles de dos de los 
nucleótidos vinculados a la degeneración glaucomatosa, el ATP y el Ap4A.  
3.1 Determinación de los niveles de ATP y Ap4A extracelular en retinas 
estimuladas.  
La determinación de los niveles de ATP y Ap4A en condiciones normales (de 
“no estimulación”) y tras la estimulación con KCl 59 (mM) fueron llevadas a cabo 
mediante HPLC (apartado 10.3.1.1 de material y métodos) dando lugar a resultados 
reseñables.  
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3.1.1 Determinación de los niveles de ATP extracelular. 
La evolución de la concentración de ATP de los ratones C57BL/6J en los 
diferentes intervalos de tiempo establecidos, mostró una disminución gradual en la 
liberación extracelular basal (condiciones de “ausencia de estimulación”) y estimulada 
(figura 8). Por el contrario, cuando se analizó la misma progresión en los ratones 
DBA/2J, no se encontraron cambios significativos en los niveles basales de ATP 
manteniéndose constante en valores en torno a los encontrados a los 15 meses (1.05 ± 
0.50 pmol/mg retina) hasta los 23 meses de edad en los que se detectó un incremento 
obteniéndose valores en torno a 8.13 ± 0.57 pmol/mg retina (figura 9). 
La liberación de ATP de las retinas glaucomatosas cuando eran estimuladas con 
59 mM de KCl aumentó significativamente a los 9 meses (1.13 ± 0.31 pmol/retina) en 
comparación con los 15 meses de edad (2.62  ± 0.45 pmol/retina), hasta alcanzar valores 
de 8.99 ± 0.57 pmol/retina a los 23 meses (figura 9). 
 
 
 
 
Figura 8. Estudio de la liberación de ATP en ratones control (C57BL/6J) en función de la edad. (A) 
Liberación de ATP en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de estimulación 
(con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas control. Los valores mostrados en la gráfica 
corresponden a la media ± DS (n=4 ratones).  (B) Cromatogramas representativos obtenidos por HPLC en 
condiciones basales (izquierda) y estimuladas (derecha). La significación estadística se indica mediante * 
cuando se tomó como referencia los valores de las retinas no estimuladas. (
*p ˂ 0.05). 
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Figura 9. Estudio de la liberación de ATP en ratones glaucomatosos (DBA/2J) en función de la 
edad. (A) Liberación de ATP en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de 
estimulación (con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas glaucomatosas. Los valores 
mostrados en la gráfica corresponden a la media ± DS (n=4 ratones). (B) Cromatogramas representativos 
obtenidos por HPLC en condiciones basales (izquierda) y estímuladas (derecha). La significación 
estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia la situación de la retina en condiciones 
basales y mediante # cuando se comparó con respecto a los 3 meses en condiciones de estimulación (
*p ˂ 
0.05 y 
##p ˂ 0.01; ###p ˂ 0.01). 
 
 
 
Una vez analizados los niveles de ATP en las diferentes condiciones 
experimentales fue de gran ayuda, para poder dilucidar los posibles mecanismos 
involucrados en el proceso de degeneración, calcular la liberación neta de ATP de cada 
una de las cepas estudiadas. Se observó un aumento de los niveles liberados a los 3 
meses (0.32 ± 0.04) con respecto a los 15 meses (1.10 ± 0.06 pmol/mg retina) en los 
ratones DBA/2J mientras que a 23 meses, la concentración de ATP disminuyó 
considerablemente (0.86 ± 0.08 pmol/mg retina). Cuando se analizó la liberación total 
de ATP en los ratones control los niveles se mantuvieron aproximadamente constantes 
durante el periodo de tiempo analizado (figura 10). 
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Figura 10. Liberación total de ATP en las retinas de ratones control (trazo azul) y glaucomatosos 
(trazo rojo) a diferentes edades (n= 3 para cada estadio). Los valores mostrados en la gráfica 
corresponden a la media ± DS. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia el ratón control y mediante # cuando se comparó el ratón DBA/2J con respecto a los 3 meses 
(
#p ˂ 0.05; *p ˂ 0.05; ***p ˂ 0.001). 
 
3.1.2 Determinación de los niveles de Ap4A. 
La concentración de Ap4A de los ratones C57BL/6J en los diferentes estadios 
establecidos, mostró un ligero descenso en condiciones basales (“sin estimulación”) y 
cuando eran sometidas a estimulación mediante incubación con KCl (figura 11). Por el 
contrario, el perfil de respuesta en la liberación del nucleótido encontrado en el modelo 
glaucomatoso, mostró un marcado incremento de la concentración del mismo desde los 
3 meses (1.57 ± 0.17 pmol/mg retina) a los 23 meses de edad llegando a alcanzar 
valores de Ap4A de aproximadamente 3.15 ± 0.23 pmol/mg retina. Así como se 
encontraron diferencias significativas entre la situación basal y estimulada a los 3 meses 
de edad (figura 12).  
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Figura 11. Estudio de la liberación de Ap4A en ratones control (C57BL/6J) en función de la edad. 
(A) Liberación de Ap4A en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de 
estimulación (con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas control. Los valores mostrados en la 
gráfica corresponden a la media ± DS (n=4, 
*p ˂ 0.05).  (B) Cromatogramas representativos obtenidos por 
HPLC en condiciones basales (izquierda) y estímuladas (derecha). 
 
 
 
Figura 12. Estudio de la liberación de Ap4A en ratones glaucomatosos (DBA/2J) en función de la 
edad. (A) Liberación de Ap4A en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de 
estimulación (con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas glaucomatosas. Los valores 
mostrados en la gráfica corresponden a la media ± DS (n=4). (B) Cromatogramas representativos 
obtenidos por HPLC en condiciones basales (izquierda) y estímuladas (derecha). La significación 
estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia la situación de la retina en condiciones 
basales y mediante # cuando se comparó con respecto a los 3 meses en condiciones de estimulación (
*p ˂ 
0.05 y 
##p ˂ 0.01). 
 
Cuando se representó la sustracción de los niveles del nucleótido en condiciones 
de estimulación con respecto a los basales en ambas cepas, se observó una disminución 
de la concentración de Ap4A neta en el ratón DBA/2J. A los 3 meses de edad los valores 
oscilaban en torno a 0.73  ± 0.04 disminuyendo significativamente a los 23 meses 0.170 
 156 
 
       Resultados 
± 0.05 pmol/mg retina (figura 13). Así como, se obtuvieron diferencias significativas 
cuando se comparó con el ratón control a 15 y 23 meses de edad.  
 
 
 
Figura 13. Liberación total de Ap4A en las retinas de ratones control (azul) y glaucomatosos (rojo) a 
diferentes edades (n= 3). Los valores mostrados en la gráfica corresponden a la media ± DS. La 
significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia el ratón control y mediante 
# cuando se comparó el ratón DBA/2J con respecto a los 3 meses (
**p ˂ 0.01 y ##p ˂ 0.01; ###p ˂ 0.001).   
 
3.2 Determinación de los niveles de ATP total. 
Se analizaron los niveles de ATP total presentes en las retinas de los ratones 
control y glaucomatosos en el intervalo temporal establecido. Se observó un aumento 
significativo en el caso de los ratones DBA/2J, encontrando valores 106.96 ± 15.15 
(pmol/mg retina) a los 9 meses de edad y 208.64 ± 23.64 (pmol/mg retina) a los 23 
meses, comparado con los niveles basales encontrados a los 3 meses (94.13 ± 21.56 
pmol/mg retina) (figura 14). Los niveles de ATP en el ratón control aumentaron desde 
50.32 ± 31.57 (pmol/mg retina) a los 3 meses hasta valores de 110.21 ± 21  (pmol/mg 
retina) a los 23 meses, no siendo dicho incremento estadísticamente significativo. 
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Figura 14. Contenido de ATP total en las retinas lisadas de ratones control (azul) y glaucomatosos 
(rojo) a diferentes edades (n=3 para cada estadio). Los valores mostrados en la gráfica corresponden a 
la media ± DS. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como referencia el ratón 
control y mediante # cuando se comparó el ratón DBA/2J con respecto a los 3 meses (
*p ˂ 0.05 y ##p ˂ 
0.01).   
 
También se analizó, la diferencia entre los niveles basales de ATP total en el 
ratón control con respecto al glaucomatoso. Se observó un aumento significativo en el 
ratón DBA/2J (186.64 ± 45.23 pmol/mg retina) con respecto al control (95 ± 28 
pmol/mg retina) a los 15 meses de edad.  
 
3.3 Determinación de los niveles de ATP en el humor acuoso. 
Además de estudiar los niveles de nucleótidos presentes tras la estimulación de 
las retinas y, del contenido total de los mismos en dicho tejido, se determinaron los 
niveles de ATP y Ap4A en muestras de humor acuoso en ratones control y 
glaucomatosos. Como ya se comentó en la Introducción, el balance entre la producción 
y drenaje del humor acuoso condiciona la presión intraocular, contribuyendo al daño 
glaucomatoso, por lo que nos resultó de gran interés realizar un estudio comparativo 
entre los niveles de nucleótidos en ambos polos del ojo deteriorado por la patología. 
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Figura 15. Análisis de los niveles de nucleótidos presentes en humor acuoso de los ratones control, 
C57BL/6J y glaucomatosos, DBA/2J a los 3 y 15 meses. (A, B) Cromatogramas representativos 
obtenidos por HPLC en los ratones control (izquierda) y glaucomatosos (derecha). (C) Concentración de 
ATP a los 3 y 15 meses en ambas cepas objeto de estudio  (D) Concentración de Ap4A a los 3 y 15 meses 
en ambas cepas objeto de estudio. Los valores mostrados en las gráficas corresponden a la media ± DS  
(n=3 ratones, 
*p ˂ 0.05; ***p ˂ 0.001). 
  
Se analizaron los humores acuosos de ratones C57BL/6J y DBA/2J a los 3 (n=3) 
y 15 meses (n=3)  de edad tal y como se muestra en la figura 15. Se detectaron 
concentraciones de ATP de 8.42 ± 0.84 µM en los ratones DBA/2J a los 3 meses 
llegando a alcanzar niveles de 15.25 ± 1.78 µM con la evolución de la patología a los 15 
meses. Sin embargo, los valores de ATP en el humor acuoso de ratones control se 
mantuvieron estables en ambos estadios (figura 15), al igual que los niveles de Ap4A.  
Las concentraciones de Ap4A fueron analizadas en los ratones DBA/2J encontrándose 
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un incremento significativo de 7.65 ± 1.15 a 12.25 ± 6.02 de los 3 a los 15 meses de 
edad. 
4. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA RETINA DEL RATÓN DBA/2J 
Uno de los objetivos planteados en este trabajo de investigación se basaba, tal y 
como se comentó en el capítulo de Hipótesis y objetivos, en la caracterización molecular 
de la retina de un modelo murino de degeneración glaucomatosa. Para ello, se 
seleccionaron diferentes marcadores generales y se analizaron a los 3 meses, momento 
en el que la patología no se ha desarrollado y, a los 15 meses de edad, cuando el 
deterioro en la retina se evidencia notablemente. En algunos casos, se estudiaron edades 
intermedias y un estadio tardío, 23 meses, momento en el cual se produciría 
posiblemente la pérdida neuronal masiva.  
Para simplificar parte de los resultados, en los paneles de las figuras 
correspondientes a inmunofluorescencia en secciones transversales, no se mostraron las 
imágenes del ratón control de 15 meses, debido a no encontrar diferencias con respecto 
a la situación basal (3 meses de edad) en los marcadores estudiados. Todo el estudio 
inmunohistoquímico se realizó en varias secciones transversales de diferentes ratones 
control y enfermos evaluando sus respectivos ojos (n=4) para cada uno de los 
marcadores, para cada una de las edades. 
Así pues, para el análisis mediante técnicas de Western Blot como de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), el número de animales empleado fue como mínimo 
de 3 ratones para cada una de las cepas en los estadios analizados.  
4.1 Caracterización del sistema purinérgico.  
 Los receptores ionotrópicos P2X, como ya se detalló en el capítulo de 
Introducción, se activan por la unión del ATP extracelular. La modulación de la entrada 
de iones al interior celular, les convierte en un elemento de control clave en la secreción 
de neurotransmisores y transmisión de la señal. Dentro de la gran familia de receptores 
P2X, el receptor P2X7 se encuentra asociado con la inducción de la respuesta inmune y 
muerte de neuronas ante un posible daño (North, 2002). Por lo que, quisimos analizar la 
presencia y distribución del receptor en el modelo glaucomatoso.  
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4.1.1 Caracterización del receptor P2X7.  
Se analizó la presencia de dicho receptor y su distribución a lo largo de la retina de 
ratones control y glaucomatosos. De esta manera, poder dilucidar en la medida que nos 
permite el modelo animal, posibles implicaciones del receptor en el proceso de 
neurodegeneración retiniano.  
4.1.1.1 Inmunorreactividad para el receptor P2X7. 
La inmunorreactividad de la presencia del receptor P2X7 se evaluó en secciones 
transversales en las retinas de ratones control (C57BL/6J) y glaucomatosos (DBA/2J). 
Como se muestra en la figura 17A (ratón control), se observó marcaje para P2X7 en 
diferentes capas de la retina tal y como describieron otros autores (Brandle y cols., 
1998; Wheeler-Schilling y cols., 2001; Ishii y cols., 2003; Puthussery y Fletcher, 2004). 
Se detectó inmunorreactividad en la capa plexiforme externa e interna (CPE y CPI), en 
la capa nuclear externa e interna (CNE y CNI) y capa de células ganglionares (CCG). 
La distribución del patrón de marcaje de P2X7 observada fue similar en los ratones 
control y glaucomatosos a los tres meses de edad, sin embargo, los ratones DBA/2J 
mostraron un aumento significativo de la presencia del receptor a los 15 meses en las 
capas CPE, CPI y CG (figura 16C). Se analizó exhaustivamente el marcaje en la capa 
de CGR en diferentes secciones de diferentes animales para demostrar el aumento del 
receptor en dichas neuronas. Se observó cómo dependiendo de la sección no se 
observaba marcaje por la pérdida de las CGR (figura 16) o, por el contrario, el marcaje 
presentado por las CGR remanentes estaba incrementado significativamente (ver más 
adelante, figura 28). Por este motivo, se llevó a cabo el estudio de las CG en retinas en 
plano de modo que, se pudiera apreciar el intenso marcaje para P2X7 en las CGR 
preservadas y la pérdida “física” de la proteína originada por la muerte celular de las 
mismas. También era concordante con la pérdida parcheada de las CGRs del modelo 
glaucomatoso (ver apartado 4.4.3), de acuerdo con estudios preliminares (Fernandez-
Sanchez y cols., 2014).    
En las retinas de los ratones control, la distribución fue la misma que la observada 
en los ratones DBA/2J y, no se observaron diferencias significativas con respecto a la 
edad.  
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Figura 16. Marcaje inmunohistoquímico para P2X7 en retinas de ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
Secciones verticales a 3 y 15 meses de ratones glaucomatosos (B y C) y ratones control a los 3 meses de 
edad. (A). El marcaje del receptor purinérgico (P2X7) de las retinas se muestra en fluorescencia roja. 
Escala: 20 µm.  
 
4.1.1.2 Niveles de expresión del receptor P2X7 por Western Blot. 
El análisis de inmunodetección permitió localizar la distribución del receptor 
P2X7 en la retina de un ratón control, así como de la retina glaucomatosa, pudiendo 
encontrar una mayor presencia del receptor en determinadas capas de la retina. Esta 
alteración proteica pudo cuantificarse mediante el estudio por inmunotransferencia. La 
determinación del aumento de P2X7 se realizó en el contenido total de la retina lisada 
por lo que fue de gran utilidad poder localizar mediante el estudio inmunohistoquímico 
en qué regiones de la retina se producía principalmente la sobreexpresión del receptor.   
Se estudió la presencia de dicho receptor en ambas cepas a los 3 y 15 meses de 
edad pudiendo evaluar, de esta manera, las posibles variaciones en la expresión de la 
proteína en función de la edad y durante el progreso de la degeneración glaucomatosa. 
Los resultados mostraron una mayor expresión basal del receptor P2X7 en los ratones 
DBA/2J con respecto a los ratones C57BL/6J a los 3 meses de edad. A los 15 meses se 
observó un aumento de la proteína del 78%, estadísticamente significativo (p<0.001) en 
el ratón glaucomatoso en comparación con el ratón control. Además, analizando los 
 162 
 
       Resultados 
niveles del receptor a medida que avanza la patología se detectó una sobreexpresión de 
P2X7 del 36% (p<0.001) con respecto al ratón DBA/2J a los 3 meses, no encontrada 
cuando se analizaba la evolución temporal de la misma en los ratones control.  
 
Figura 17. Cuantificación de la expresión del receptor P2X7 en las retinas C57BL/6J yDBA/2J. (A) 
Bandas del Western Blot representativo de los resultados obtenidos para los modelos múridos. (B) La 
representación gráfica en columnas muestra la expresión del receptor P2X7 a los 3 y 15 meses de edad en 
los ratones C57BL/6J y DBA/2J. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por 
densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± DS de tres o más ratones. Los datos se consideraron significativos 
estadísticamente a 
***p˂0.001.  
 
4.1.1.3 Niveles de expresión del ARNm del receptor P2X7. 
Fue de gran utilidad realizar el análisis de ARNm para el receptor P2X7 debido a 
que inicialmente había cierta discrepancia entre los resultados obtenidos por 
inmunohistoquímica y por Western Blot. Como ya se ha comentado en la sección 
4.1.1.1, en la retina de los ratones glaucomatosos a los 15 meses, se encuentran zonas en 
las que el marcaje de P2X7 ha desaparecido casi totalmente y, áreas en las que se 
conservan las CGR con un intenso marcaje para dicho receptor. Sin embargo, siempre 
que se analizaban por Western Blot las retinas glaucomatosas se obtenía un claro 
aumento de la expresión de dicho receptor. Por lo que se decidió determinar los valores 
de ARNm para verificar el resultado obtenido en el estudio de la proteína.  
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La expresión del nivel de ARNm para P2X7 de los ratones control y 
glaucomatosos fue analizada por PCR. Se evaluaron los posibles cambios en los niveles 
de ARNm en ratones C57BL/6J y DBA/2J a los 3 y 15 meses de edad. Los resultados 
muestran una mayor expresión basal de los niveles de ARNm para P2X7 en los ratones 
DBA/2J con respecto a los ratones C57BL/6J a los 3 meses de edad. A los 15 meses se 
detectó un incremento de estos niveles de aproximadamente un 70%, estadísticamente 
significativo (p<0.01) en el ratón glaucomatoso en comparación con el ratón control. 
Este resultado dilucidó la posible controversia establecida entre alguno de los estudios 
por inmunohistoquímica y Western Blot.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Evaluación de la expresión de ARNm para ratones control y glaucomatosos a 3 y 15 
meses de edad. (A) PCR para P2X7 se realizó usando los primers descritos en material y métodos. Se 
utilizó como control de carga GAPDH. Los valores del ratio de P2X7 con respecto a GAPDH se 
normalizaron con los niveles de ARNm del control, definido como 100%. Los valores mostrados en el 
diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, como mínimo, tres ratones (
*
p 0.05, **p 0.01). 
 
4.1.2 Caracterización del transportador VNUT. 
Los nucleótidos extracelulares proceden de la liberación excitotóxica de células 
excitables o a través de otros mecanismos como canales iónicos, como consecuencia de 
la lisis celular o por medio de transportadores tales como CFTR o la glicoproteína-P de 
la familia ABC (del inglés: ATP binding cassette) (Vasiliou y cols., 2009). En las 
células nerviosas en general y en la retina neural en concreto, la liberación se lleva 
fundamentalmente a cabo a través de procesos de exocitosis. En este orden de cosas, el 
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almacenamiento del ATP junto con otros transmisores clásicos, se realiza gracias a la 
presencia de un transportador específico para nucleótidos denominado VNUT (Gualix y 
cols., 1996; Sawada y cols., 2008). 
 
4.1.2.1 Inmunorreactividad para VNUT. 
El estudio inmunohistoquímico se realizó para evaluar la expresión del patrón de 
marcaje de VNUT en la retina del modelo de ratón glaucomatoso y su respectivo 
control. En la figura 19A-B y 20 A-F, se observan secciones de retina marcadas con el 
anticuerpo para el transportador nucleotídico. El marcaje para VNUT se detectó en los 
segmentos externos, en la capa de fotorreceptores en las retinas glaucomatosas, en la 
capa plexiforme externa e interna (CPE y CPI) y en la capa nuclear interna (CNI) y capa 
de células ganglionares (CGR).  
 
 
 
Figura 19. Aumento del marcaje inmunohistoquímico para VNUT en retinas de ratones DBA/2J a 
los 15 meses de edad. (A) Marcaje de VNUT en la capa de fotorreceptores y (B) marcaje de VNUT en 
células ganglionares (ver flechas). Escala: 20 µm.  
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Figura 20. Marcaje inmunohistoquímico para VNUT en retinas de ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
Secciones verticales a 3, 9, 15 y 23 meses de ratones glaucomatosos (B, C, E, F) y ratones control a 3 y 
15 meses (A, D). El marcaje del trasportador vesicular nucleotídico (VNUT) de las retinas se muestra en 
fluorescencia verde y el marcador nuclear IPr se muestra a través de fluorescencia roja. Escala: 20 µm.  
 
Se observó un pequeño cambio en el marcaje de VNUT en las retinas del 
DBA/2J con respecto a los ratones C57BL/6J a los 3 meses de edad (figura 20A, B). La 
expresión del transportador se mantuvo constante en los ratones control a los 9 y 23 
meses de edad (datos no mostrados). En los ratones DBA/2J, los niveles de la proteína 
en la CPE, CPI y capas nucleares (CNI, CCG) se mantuvieron constantes a los 9 meses 
a diferencia de lo observado a los 15 meses, en los que se aprecia un claro incremento 
en las capas plexiformes (CPE y CPI), CNE, CCG y, en menor medida CNI (figura 20 
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D, E y figura 19 A, B). Por el contrario, a los 23 meses se observó una significativa 
reducción en el trasportador vesicular en las retinas DBA/2J, siendo similar a los niveles 
basales encontrados a los 3 meses de edad.  
4.1.2.2 Niveles de expresión de VNUT por Western Blot. 
La figura 21, muestra el análisis de la cuantificación de la expresión de VNUT   
por Western Blot. Se encontró un aumento del 46.21% (p˂0.001) de los niveles de 
VNUT entre 3 y 15 meses de edad en los ratones glaucomatosos, al igual que cuando se 
comparó a los 15 meses con el ratón control (36.16%; p˂0.001). Sin embargo, los 
niveles de VNUT descendieron a los 23 meses (38.72 %, p˂0.001) cuando se 
comparaba con el ratón DBA/2J a los 15 meses. La expresión del transportador no 
mostró alteraciones significativas en los estadios establecidos en los ratones C57BL/6J.  
Estos resultados, van en concordancia con los resultados observados por 
inmunofluorescencia.  
 
 
Figura 21. Expresión de VNUT en retinas control y glaucomatosas a los 3, 9, 15 y 23 meses. (A) 
Detección de los niveles de transportador vesicular (VNUT 68 kDa) en C57BL/6J y DBA/2J. Se utilizó 
GAPDH como control de carga. (B)  Análisis por Western Blot de VNUT en diferentes estadios. Los 
valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, cuatro ratones 
(
***
p 0.01). 
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4.1.2.3 Correlación entre la disfunción retiniana, el transportador vesicular 
de nucleótidos (VNUT) y liberación de ATP extracelular (ATPe).  
Una vez analizados, hasta el momento, los niveles de ATP liberados (ver 
apartado 3.1.1 de resultados) tras la estimulación y los niveles de expresión del 
transportador vesicular  resultó de gran interés establecer una posible correlación entre 
estos resultados y los valores funcionales de actividad electrorretinográfica obtenidos 
previamente (ver apartado 2 de resultados). 
Ambos parámetros, el ATP extracelular  (ATPe) y los niveles de VNUT 
mostraron una fuerte correlación, en el modelo del DBA/2J (figura 22). Existiendo una 
clara dependencia entre la funcionalidad de las CGR y la expresión del transportador y 
ATPe.  
 
Figura 22. Correlación entre registros electrorretinográficos, ATPe y la expresión de VNUT. 
Relación entre ERG y niveles de ATP (A) y la amplitud ERG y expresión de VNUT (B). La 
correlación se mostró entre ratones DBA/2J entre 3 (valores a la izquierda) y 15 meses (valores a la 
derecha). 
 
4.1.3 Caracterización del enzima NPP1. 
Una vez analizada la expresión del receptor P2X7 y uno de los transportadores 
implicados en su activación (VNUT), resultó interesante estudiar una proteína implicada 
en la inactivación de las sustancias señalizadoras, la ecto-fosfodiesterasa NPP1. 
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4.1.3.1 Niveles de expresión de NPP1 por Western Blot.  
El análisis cuantitativo de la expresión de la NPP1, mostró una expresión basal 
diferente entre ambas cepas a los 3 meses, encontrando un incremento del 96 % 
(p˂0.01) en el ratón DBA comparando con su control a la misma edad. Analizando los 
niveles a los 15 meses, se observó un aumento del 95% (p˂0.05) en el modelo de ratón 
glaucomatoso DBA/2J con respecto a los controles y de un 80.39% (p˂0.01) 
comparando con estadios tempranos de la patología (3 meses de edad). La expresión de 
la ecto-fosfodiesterasa no mostró alteraciones significativas en los estadios establecidos 
en los ratones control. 
 
 
Figura 23. Expresión de NPP1 en retinas control y glaucomatosas en función de la progresión de la 
patología. (A) Detección de los niveles de transportador vesicular en C57BL/6J y DBA/2J. Se utilizó 
GAPDH como control de carga (B) Análisis por Western Blot de NPP1 en diferentes estadios. Los 
valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 
0.05; 
**
p 0.01). 
 
4.2 Activación de la respuesta astrocitaria por proteína ácida fibrilar glial 
(GFAP). 
4.2.1 Inmunorreactividad frente a GFAP. 
El GFAP, el mejor marcador de gliosis reactiva, fue analizado por 
inmunohistoquímica en los diferentes estadios objeto de estudio (3 y 15 meses). En la 
retina de los ratones control, la inmunorreactividad frente a GFAP se detectó en los 
astrocitos ubicados en la CFNO y en un número reducido de procesos transversales 
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localizados en la periferia procedentes de las células de Müller. En la retina de los 
animales DBA/2J, la inmunorreactividad frente a GFAP aumenta de forma notable 
respecto a las retinas control a medida que progresa la patología (figura 24). El número 
de procesos transversales positivos a GFAP aumenta progresivamente a medida que los 
animales DBA/2J envejecen, verificándose un incremento de los mismos en la retina 
más periférica con respecto a zonas más centrales (resultados no mostrados). Parte de 
estos procesos se orientan radialmente hacia la retina más externa (CPI, CNI y CPE 
(figura 24B). Asimismo, otra parte de los procesos de estos astrocitos se extienden a  
través de la CGR (Figura 24C) contactando con los vasos sanguíneos localizados en la 
capa de fibras del nervio óptico.  
 
 
 
 
Figura 24. Marcaje inmunohistoquímico de GFAP y P2X7 en retinas de ratones C57BL/6J y 
DBA/2J a 3 y 15 meses de edad. El marcaje para GFAP de las retinas se muestra en fluorescencia verde 
y el P2X7 se muestra a través de fluorescencia roja. Escala: 20 µm.  
  
 
4.2.2 Niveles de expresión para la proteína fibrilar ácida (GFAP) por 
Western Blot. 
El estudio cualitativo del aumento de la expresión de GFAP mediante 
inmunofluorescencia fue corroborado con la cuantificación de proteína a los diferentes 
tiempos objeto de estudio en los animales control y distróficos (figura 25). La expresión 
de GFAP mediante esta técnica mostró, en el animal control una banda uniforme entre 
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los 3 y 15 meses de edad. Los experimentos realizados en los ratones DBA/2J 
mostraron un aumento significativo de la expresión de la proteína 274% de aumento en 
las células gliales en respuesta al daño neuronal comparándolo con las retinas control (p 
<0.01) así como cuando se comparó con el ratón DBA/2J a los 3 meses (84%).   
 
 
Figura 25. Cuantificación de la expresión de GFAP en las retinas C57BL/6J y  DBA/2J. (A) Bandas 
del Western blot representativo de  los resultados obtenidos para los modelos múridos. (B) Análisis de la 
cuantificación de los niveles de GFAP en los ratones control C57BL/6J y glaucomatosos DBA/2J a 3 y 15 
meses de edad. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando 
GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media 
± DS de, al menos, tres ratones (
**
p 0.01). 
4.3 Pérdida de conexión sináptica. 
Con el objeto de aclarar si existían posibles alteraciones en el circuito retiniano 
y, valorar la conectividad entre los fotorreceptores y las células horizontales, se llevó a 
cabo el marcaje de las retinas con sinaptofisina. La sinaptofisina es una proteína integral 
de membrana de las vesículas sinápticas involucrada en múltiples funciones como la 
exocitosis, la liberación de neurotransmisores y desarrollo retiniano, por lo que su 
estudio podía resultar de relevante interés (Nag y Wadhwa, 2001).  
4.3.1 Inmunorreactividad para Sinaptofisina (Syp). 
Con respecto a animales control C57BL/6J, a los 15 meses de edad las retinas 
patológicas de ratones DBA/2J mostraron, mediante inmunodetección frente a 
sinaptofisina, un patrón de expresión diferente de la proteína sináptica. La disminución 
en el marcaje de sinaptofisina se correlaciona con la alteración de los terminales 
axonales de los fotorreceptores a nivel de CPE, tal y como describieron (Fernandez-
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Sanchez y cols., 2014), donde aparecen distribuídos en diferentes estratos, debido 
posiblemente a la desorganización de las capas. Es importante señalar, como en la CPI 
aumenta la expresión de esta proteína a los 15 meses de edad en los ratones 
glaucomatosos, lo que podemos asociar a procesos de plasticidad o remodelación 
sináptica. En los ratones control, se observa una distribución de la proteína en las capas 
plexiformes (CPE y CPI).  
Por lo tanto, la degeneración glaucomatosa podría causar una alteración 
sináptica, el doble marcaje con P2X7 y Syp revela daño axonal a nivel de los terminales 
de los fotorreceptores. Se detectaron niveles incrementados de P2X7 en terminales 
sinápticas sugiriendo los posibles procesos apoptóticos involucrados debido al deterioro 
del circuito retiniano (Puthussery y cols., 2006; Heiduschka y cols., 2010).  
 
Figura 26. Marcaje inmunohistoquímico de Syp y P2X7 en retinas de ratones C57BL/6J y DBA/2J 
a 3 y 15 meses de edad. El marcaje para Syp de las retinas se muestra en fluorescencia verde y el marcaje 
para P2X7 se muestra a través de fluorescencia roja. Escala: 20 µm.   
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4.3.2 Niveles de expresión de sinaptofisina (Syp) por Western Blot. 
Una vez analizado el diferente patrón de marcaje de la proteína sináptica, se 
evaluó si esa diferente distribución iba ligada a un cambio en la regulación de la misma. 
Los niveles de sinaptofisina fueron analizados por la técnica de Western Blot y, se 
observó, una reducción del 32% (p<0.05) en los ratones DBA/2J a los 15 meses 
comparado con los ratones más jóvenes (DBA/2J a los 3 meses de edad). Además se 
encontró un descenso del 22% (p<0.05) en los ratones glaucomatosos con respecto a los 
controles a los 15 meses. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en 
los ratones C57BL/6J (figura 27). 
 
Figura 27. Cuantificación de sinaptofisina en las retinas C57BL/6J y DBA/2J. (A) Bandas del 
Western Blot representativo de los resultados obtenidos para los modelos múridos. (B) Análisis de la 
cuantificación de los niveles de Syp en los ratones control C57BL/6J y glaucomatosos DBA/2J a 3 y 15 
meses de edad. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando 
GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media 
± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 0.05). 
4.4 Degeneración de las células ganglionares en la retina del modelo de 
glaucoma DBA/2J. 
4.4.1 Inmunorreactividad frente a Brn3a.  
A los 15 meses, cuando se detecta la disfunción visual correspondiente a la 
retina más interna (figura 28), la expresión de la proteína disminuyó significativamente 
debido a la pérdida de CGR en aproximadamente un 36%. Se observó cómo 
dependiendo del campo y de las secciones seleccionadas, el número de células positivas 
a Brn3a se modificaba de manera variable, encontrando campos con CGR preservadas 
en mayor medida y campos en los que la presencia de dichas neuronas se veía reducida 
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drásticamente. Por lo que, se llevó a cabo un estudio cuantitativo y un estudio 
morfológico más preciso que nos permitiera evaluar la pérdida progresiva de este tipo 
neuronal. 
El doble marcaje del marcador neuronal Brn3a reveló que la mayoría de células 
ganglionares mostraban inmunotinción positiva para P2X7 (figura 28D). Se observó un 
aumento en la pequeña población de CGR que sobreviven. Estos resultados, sugieren la 
posible contribución a la neurodegeneración mediada por P2X7 y la progresiva 
generación de retinas “parcheadas” (Schlamp y cols., 2006). 
 
 
Figura 28. Marcaje inmunohistoquímico de Brn3a y P2X7 durante el desarrollo de patología en los 
ratones glaucomatosos (DBA/2J) y en ratones control (C57BL/6J) de 3 a 15 meses de edad (A-D). El 
marcaje para Brn3a de las retinas se muestra en fluorescencia verde y el marcajer para P2X7 se muestra a 
través de fluorescencia roja. (D) Aumento de una sección vertical de CG en los ratones DBA a 15 meses. 
Escala: 20 µm. (E) Cuantificación del número de CG de secciones verticales marcadas con Brn3a en 
ratones control y enfermos a 3 y 15 meses de edad. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± DS de, al menos, 10 campos diferentes de secciones de diferentes ratones de 
cada uno de los estadios analizados (
**
p 0.01). 
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4.4.2 Niveles de expresión de Brn3a por Western Blot. 
El estudio por inmunotransferencia nos permitió cuantificar la pérdida global de 
CGR en retinas glaucomatosas. Se encontró una reducción del factor de transcripción 
del 65 % (p<0.001) a los 15 meses con respecto a las retinas de los mismos ratones a los 
3 meses de edad. Además, cuando se comparó el número de CGR en retinas control y 
enfermas a los 15 meses se encontró una reducción del 62%  (p<0.001).  
 
 
Figura 29. Cuantificación de Brn3a en las retinas C57BL/6J y DBA/2J. (A) Bandas del Western Blot 
representativo de los resultados obtenidos para los modelos múridos. (B) Análisis de la cuantificación de 
los niveles de Brn3a en los ratones control C57BL/6J y glaucomatosos DBA/2J a 3 y 15 meses de edad. 
El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando GAPDH como 
control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al 
menos, tres ratones (
***
p 0.001). 
 
4.4.3 Estudio morfofuncional de la población de células ganglionares de la 
retina. 
Se procesaron 6 ratones C57BL/6J y 6 ratones DBA/2J para cuantificar el 
número de CGR a los 15 meses de edad. La población completa de CGR marcadas con 
el trazador OHSt e inmunodetectadas con Brn3a se contaron para ambos marcadores en 
ambas retinas de cada animal. Dos animales C57BL/6J se procesaron solo para 
inmunomarcaje frente a Brn3a. Los resultados de los contajes se muestran en la tabla I.  
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 OHSt  Brn3a 
 
Animal Ojo derecho Ojo izquierdo  Ojo derecho Ojo izquierdo 
C
5
7
B
L
/6
J
       
#1 34625 36935  35338 35599 
#2 28073 32225  34737 37528 
#3 35361 39482  35117 37266 
#4 31363 28805  34209 35591 
 #5 - -  36032 26920 
 #6 - -  34537 40043 
       
D
B
A
/2
J
 
#1 45833 42897  44481 42478 
#2 34832 38290  37081 32471 
#3 38599 36561  29947 36474 
#4 26923 31171  30162 33134 
#5 5286 39256  7912 40934 
#6 16649 40683  14653 39439 
Tabla I. Contaje de células ganglionares marcadas con inyección OHSt e inmunotinción para Brn3a 
en ratones control (C57BL/6J) y glaucomatosos (DBA/2J).  
 
4.4.3.1 Estudio de la población de células ganglionares de la retina en 
animales control.  
En ratones C57BL/6J, a los 15 meses de edad, las CGR de ambos ojos fueron 
marcadas desde los colículos superiores con el trazador neuronal OHSt y, 
posteriormente, inmunodetectadas con Brn3a. El objetivo era comprobar si existían 
diferencias entre la población de CGR que mantienen su transporte retrógrado 
funcionalmente activo (CGR OHSt
+
) y la población total de CGR funcionales, 
inmunodetectadas con Brn3a (CGR Brn3a
+
). 
Los resultados obtenidos tras analizar los contajes de CGR detectadas por 
marcaje retrógrado y por inmunodetección con Brn3a, correspondientes a los ratones 
C57BL/6J a los 15 meses, mostraron una distribución normal de población de CGR 
(figura 30). Los resultados obtenidos tras analizar los contajes de CGR detectadas por 
marcaje retrógrado y por inmunodetección con Brn3a, correspondientes a los ratones 
C57BL/6J a los 15 meses de edad, mostraron una distribución normal de la población de 
CGR (figura 31). En este grupo control el número medio de CGR marcadas con OHSt 
por retina fue de 33.358,63 ± 3.961,25 (media ± DS) (n = 8 retinas); mientras que el 
número de medio de CGR con inmunorreactividad positiva frente a Brn3a por retina fue 
de 35.243,08 ± 3.079,92 (media ± DS) (n=12) (tabla I). No se encontraron diferencias 
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estadísticamente significativas (p>0.05) entre la población de CGR de retinas derechas e 
izquierdas para cada uno de los marcadores, OHSt y Brn3a, ni en el número de CGR 
detectadas con ambos marcadores (t-de Student, p>0.05). Por tanto, en ratones 
C57BL/6J sanos no se ve afectado el transporte axonal retrógrado con el paso del 
tiempo, al menos hasta los 15 meses de edad.  
 
 
Figura 30. Población de células ganglionares de la retina en retinas de animales control de 15 meses 
de edad. Montaje global a plano “in toto” de una retina izquierda representativa de un ratón C57BL/2J 
mostrando marcaje con OHSt (A) aplicado a ambos colículos superiores una semana antes de su 
procesamiento e inmunotinción frente a Brn3a (C) y sus correspondientes mapas de isodensidad (B, D). 
La reconstrucción de los montajes a plano se realizó con ayuda de una platina motorizada en un 
microscopio de epifluorescencia con una cámara de alta resolución conectada a un sistema de análisis de 
imagen (Image-Pro
® Plus, V5; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Las CGR marcadas 
retrógradamente con OHSt (A, B) o inmunoteñidas con Brn3a (C, D) aparecen distribuidas por toda la 
retina pero muestran una mayor densidad en la retina superior, donde se disponen a través de una región 
naso-temporal a modo de banda o estría visual con una mayor densidad. Esta retina tiene 39.482 CGR 
OHSt
+
 y 37.266 CGR Brn3a
+
. En todas las retinas el polo dorsal se orienta a la posición de las 12 de un 
reloj. Barra de escala 1 mm. 
 
4.4.3.2 Estudio de la población de células ganglionares de la retina en 
animales glaucomatosos. 
Al igual que en el grupo de animales control, las CGR de los ratones DBA/2J se 
trazaron con OHSt aplicado en sus colículos superiores e inmunodetectaron con Brn3a. 
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La población media de CGR por retina marcada con OHSt fue de 33.081,67 ± 11.723,28 
(n=12 retinas), mientras que la población media de CGR Brn3a
+
 cuantificada fue de 
32.430,50 ± 11.014,78 (n=12 retinas) por retina (Tabla I). A pesar de observarse valores 
absolutos en la población CGR de algunas retinas marcadamente disminuidos con 
respecto a su retina contralateral o al valor medio del grupo (ver retinas derechas 
DBA/2J #5 y #6 para ambos marcadores en Tabla I), no se observan diferencias 
estadísticamente significativas en el número medio de CGR entre retinas izquierdas y 
derechas ni en el número medio de CGR por retina entre ambos marcadores. Sin 
embargo, son de destacar, con respecto al grupo de animales control, los valores de 
desviación estándar; lo que indica la existencia de animales en los que su población de 
CGR se ve cuantitativamente alterada, aunque esta alteración no sea lo suficientemente 
prevalente en la población analizada como para que el valor medio del número de CGR 
por retina se vea afectado. 
Tras el análisis cuantitativo de las retinas de ambos grupos animales, se analizó 
cualitativamente la población de CGR marcadas y se generaron mapas de isodensidad 
sobre los montajes globales de retinas a plano para facilitar el estudio de la distribución 
espacial de la población de CGR con los marcadores estudiados, OHSt y Brn3a, para 
ambos grupos de estudio, ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
El uso en las mismas retinas de trazado neuronal retrógado con OHSt y de 
inmunomarcaje con Brn3a da como resultado unas diferencias mínimas normales 
observadas con la aplicación de estas técnicas. Mientras el OHSt marca las CGR 
competentes para el transporte axonal retrógrado desde sus regiones retinotópicas en el 
cerebro hacia sus somas en la retinas, el Brn3a marca las CGR vivas, 
independientemente de su competencia para el transporte axonal (Vidal-Sanz y cols., 
2012). 
El número de CGR inmunodetectadas fue menor en el ojo derecho de cuatro 
animales DBA/2J; sin embargo no se observó ninguna reducción sistemática en ninguna 
de las retinas de los otros dos animales analizados. Dentro de la población analizada, 
algunos animales muestran un número de CGR normal en uno de sus ojos, mientras que 
en el contralateral se observa una clara reducción. Uno de los animales muestra una 
clara reducción en el número de CGR cuantificadas en ambas retinas.  
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En las retinas DBA/2J se observaron grandes áreas que carecían de CGR 
marcadas con el trazador OHSt  (datos no mostrados) o inmunorreacción positiva frente 
a  Brn3a  (figura 31). En tres retinas de ratones DBA/2J, además de mostrar valores 
normales de CGR Brn3a
+
, se observó un patrón de distribución típico en ambas retinas 
(figura 31A, B). Uno de los animales mostró un número de CGR Brn3a
+
 y una densidad 
celular mucho más baja de lo normal en ambas retinas, lo que afecta claramente al 
patrón de distribución espacial de las CGR (figura 31C, D). Dos de los animales 
analizados mostraban áreas que carecían de CGR Brn3a
+ 
en una retina, mientras que la 
retina
 
contralateral mostraba densidades de CGR Brn3a
+
 típicas y un patrón de 
distribución celular de animales normales (figura 31E, F). La ausencia de CGR se 
localizó preferentemente en la retina dorsal (figura 31C, D), pero también afecta a la 
retina inferior de forma difusa o variando desde un pequeño sector a varios cuadrantes 
de la retina donde la densidad celular es muy baja. Las áreas que muestran CGR Brn3a
+ 
o marcadas retrógradamente
 
tienen la típica forma de sector triangular, con su base 
localizada en la periferia y su vértice en el disco óptico (figura 31E), mientras que el 
resto de la retina muestra una densidad de CGR muy baja. 
Todos estos resultados indican que la pérdida de CGR en los animales DBA/2J 
es variable, tanto entre individuos como entre ambas retinas del mismo ejemplar. Estos 
resultados no están exentos de la propia evolución de la patología en cada uno de los 
animales. 
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Figura 31. Distribución de la supervivencia de CGR identificadas mediante inmunofluorescencia 
con Brn3a a los 15 meses de edad en los ratones DBA/2J. (A-F) Mapas de isodensidad de CGR 
correspondientes al marcaje de Brn3a  en montajes en plano de retinas derechas (A, C, E) e izquierdas (B, 
D, F) de tres retinas representativas del ratón DBA/2J. Barra de escala 1 mm.  
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4.4.4 Correlación entre la disfunción retiniana y la pérdida neuronal 
(CGR). 
Los resultados electrofisiológicos y la caracterización neuronal indicaban que la 
pérdida de actividad funcional de la retina interna en los animales DBA/2J era debida a 
la muerte progresiva de las CGR de los mismos. Por lo que, resultó de gran interés 
establecer una posible correlación entre ambos parámetros.  
La Figura 32, muestra los resultados de la correlación existente entre la amplitud 
del pSTR y la población celular a los 15 meses. La figura 32A, muestra como la 
población celular marcada con Brn3a tiene una baja variabilidad y se mantiene 
constante en ratones control, mostrando en su recta de regresión una pendiente 
prácticamente nula, aunque un alto grado de correlación; lo que tomado en conjunto 
indicaría que el valor de pSTR no es dependiente del número de CGR en los animales 
control C57BL/6J. Mientras que en la Figura 33B se muestra una marcada correlación 
positiva, aproximadamente lineal, entre el número de CGR y la amplitud de la señal de 
la repuesta STR en animales DBA/2J. Existiendo una clara dependencia entre el número 
de CGR y la amplitud de la respuesta STR. 
Por tanto, los datos obtenidos muestran una clara evidencia de la variabilidad en 
la respuesta electrofisiológica de los ratones enfermos y una pérdida de CGR en función 
de la propia evolución de la enfermedad. La disminución de la pSTR confirmó la 
pérdida selectiva de las células más internas de la retina, las CGR, reflejando la pérdida 
de actividad funcional de las mismas; lo que estaría en concordancia con la reducción 
observada de CGR Brn3a
+
. 
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Figura 32. Correlación entre el número de células ganglionares de la retina (CGR) y la amplitud de 
la respuesta umbral escotópica en µV a los 15 meses de edad en ratones C57BL/6J (A) y DBA/2J 
(B). La ecuación correspondiente a la regresión lineal se muestra en cada una de las gráficas.   
 
4.4.5 Estudio temporal de las alteraciones en la capa de fibras de la retina 
(NF). 
4.4.5.1 Estudio de la capa de fibras de la retina en animales control.  
En las retinas control, correspondientes a los ratones C57BL/6J, se aprecian los 
axones positivos frente a pNFH mostrando una trayectoria rectilínea, convergente, y 
centrípeta hacia el disco óptico, en concordancia con los resultados de trabajos previos 
(Parrilla-Reverter y cols., 2009a). En las retinas control esta proteína no se expresa en 
los somas de CGR ni en sus prolongaciones dendríticas (figura 33 A-D). Tanto en los 
ratones a 3 meses como a 15 meses no se observan diferencias morfológicas que se 
puedan asociar con alteraciones funcionales.   
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Figura 33. Inmunorreactividad frente a la subunidad de alto peso molecular fosforilada del triplete 
de neurofilamentos (pNFH) en la retina en el ratón control C57BL/6J. Fotomontaje micrográfico de 
retinas montadas a plano de ratones a los 3 (A) y 15 (B) meses de edad. Los axones de las CGR se 
extienden homogéneamente por toda la retina agrupándose en haces en su trayectoria más centrípeta hacia 
la papila óptica. En animales sanos la expresión de pNFH queda restringida a nivel axonal, no 
observándose marcaje en el soma celular ni en el axón proximal o en las ramificaciones dendríticas 
independientemente de la edad (C y D). Destacar que las fibras discurren radialmente y muestran un 
patrón rectilíneo característico. Barra de escala: 500µm (A y B) y 50 µm (C y D).  
 
 
4.4.5.2 Cambios en la capa de fibras de la retina en animales glaucomatosos.  
 En la capa de fibras de la retina de los ratones DBA/2J a los 3 meses de edad 
preservó una morfología y un patrón de densidad axonal similar al observado en las 
retinas de ratones control (figura 34). Sin embargo, en los ratones glaucomatosos a los 
15 meses de edad se observa, una pérdida considerable de axones, variable en extensión 
e independiente de si se trataba del ojo derecho o izquierdo (figura 34). Observando en 
detalle se aprecian cambios morfológicos en la trayectoria axonal, las fibras axonales se 
desempaquetan y muestran trayectorias irregulares, distorsionadas y aberrantes 
ocasionales en su recorrido. Además el patrón de expresión pNFH cambia, 
observándose también inmunorreactividad positiva en el soma y en las terminales 
dendríticas.  
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Figura 34. Evolución de las alteraciones de la capa de fibras nerviosas en la retina glaucomatosa del 
ratón DBA/2J a los 3 y 15 meses de edad. (A-F). Reconstrucciones gráficas a 20x de las retinas derecha 
e izquierda tras la inmunodetección de pNFH. Se observa la pérdida de linealidad del recorrido de los 
axones (A-F). (A-D) Barra= 500 µm.  (E-G) Microfotografías tomadas a 40x.  Barra=  50 µm. (H) Barra=  
25 µm.  
 
4.4.5.3 Doble marcaje con P2X7. 
Se pudo observar el aumento del receptor P2X7 descrito en los estudios de 
inmunofluorescencia mediante secciones transversales en los ratones DBA/2J a los 15 
meses de edad con respecto a los 3 meses. Se observa un intenso marcaje de algunas de 
las CGR preservadas. El doble marcaje frente a P2X7 y pNFH permitió identificar que 
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los somas doblemente marcados se correspondían a CGR (co-localización) y no con 
otro tipo celular retiniano, como p.e. microglía. 
 
 
Figura 35. Marcaje inmunohistoquímico para P2X7 y pNFH (RT-97) en retinas a plano de ratones 
C57BL/6J y DBA/2J. (A-F). Reconstrucciones a 3 y 15 meses de edad tras la inmunodetección del 
receptor P2X7 a 20x (A-C). Escala: 500 µm. (D-F) Aumento a 40x del marcaje de pNFH (RT-97) y de la 
co-localización con P2X7 (F). Escala: 50 µm. 
 
 
5. IMPLICACIONES DE LA SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR DEL 
RECEPTOR P2X7 EN EL GLAUCOMA. 
5.1 In vivo  
5.1.1 Fosforilación de las proteínas p38 y JNK en el proceso de 
neurodegeneración glaucomatosa. 
Una vez llevada a cabo la caracterización morfológica del ratón DBA/2J y 
descrita la pérdida de las CGR, se evaluó la posible implicación de MAPKs durante el 
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curso del proceso apoptótico inducido por el desarrollo de la degeneración 
glaucomatosa. Se monitorizó la activación de dos miembros de la familia MAPK; p38 y 
JNK54/46 por análisis de Western Blot con anticuerpos que reconocen las formas 
fosforiladas de estas dos quinasas (figuras 36 y 37). 
Las retinas se analizaron a diferentes edades, 3 y 15 meses en ratones control 
(C57BL/6J) y enfermos (DBA/2J). De modo que, se pudo comparar con respecto al 
ratón control y con respecto a la propia evolución de la patología, tal y como se está 
llevando a cabo a lo largo de todo el trabajo experimental. Como se muestra en la figura 
36, los niveles de expresión de la proteína p38 fosforilada fueron más elevados a los 15 
meses que a los 3 meses de edad en los ratones DBA/2J (encontrando un aumento del 
342%, p˂0.01). Cuando se comparó con los niveles de proteína de los ratones 
glaucomatosos a los 15 meses con respecto a su control de la misma edad, los niveles se 
incrementaron en un 212% (p˂0.01) (figura 36B). 
Además del estudio de la proteína p38, se detectó una sobre-expresión de los 
niveles de fosfo-JNK54/46 en las retinas lesionadas de 15 meses de edad, encontrando 
un 79.35% (p˂0.01) de aumento cuando se comparaba con los ratones control a los 15 
meses. Cuando se analizó la activación de dicha proteína durante el progreso de la 
patología entre 3 y 15 meses, se observó un aumento del 55.10% (p˂0.01) en ratones 
DBA/2J (figura 37A, B).  
Se observó un ligero aumento dependiente de la edad no significativo en los 
niveles de las proteínas fosforiladas obtenidos entre los 3 y 15 meses de edad en el ratón 
control. Los niveles de proteína total p38 y JNK54/56 se mantuvieron constantes a lo 
largo del tiempo (figura 36 y 37 A, B). 
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Figura 36. Cuantificación de P-p38 en las retinas  C57BL/6J y DBA/2J. (A) Bandas del Western Blot 
representativo de  los resultados obtenidos para los modelos múridos. (B) Análisis de la cuantificación de 
los niveles de P-p38 en los ratones control C57BL/6J y glaucomatosos DBA/2J a 3 y 15 meses de edad. 
El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando p38 como control de 
carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres 
ratones (
**
p 0.01). 
 
 
 
Figura 37. Cuantificación de P-JNK en las retinas  C57BL/6J y DBA/2J. (A) Bandas del Western 
Blot representativo de  los resultados obtenidos para los ratones control y glaucomatosos. (B) Análisis de 
la cuantificación de los niveles de P-JNK en los ratones control C57BL/6J y DBA/2J a los 3 y 15 meses 
de edad. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando JNK como 
control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al 
menos, tres ratones (
*
p 0.05; **p 0.01; ***p 0.001). 
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5.1.2 Activación y medida de la actividad enzimática de la caspasa-3. 
Tal y como se ha descrito en el apartado 4.4.3.1, se ha caracterizado la pérdida 
de células ganglionares en este modelo murino de glaucoma. Se pudo caracterizar 
morfológicamente y cuantificar la muerte de las células ganglionares de la retina del 
ratón DBA/2J. Para evaluar el tipo de muerte neuronal originada resultaba interesante 
analizar si se trataba de un proceso de muerte celular programada. Por lo que, se estudió 
la posible muerte apoptótica mediante la expresión de la caspasa-3. El análisis por 
Western Blot de los extractos de retina mostraron una mínima expresión de  caspasa-3 
en retinas no patológicas (retinas de control y retinas DBA a los 3 meses) y durante el 
desarrollo de la patología, se incrementó su expresión, obteniendo valores de un 439 % 
(p <0.01) 5.39  veces con respecto al ratón control y de 172% (p <0.01) con respecto a 
los niveles detectados en los DBA/2J  a los 3 meses (figura 38). 
 
 
 
Figura 38. Cuantificación de caspasa-3 en las retinas de los ratones C57BL/6J y DBA/2J. (A) 
Bandas del Western Blot representativo de  los resultados obtenidos a 3 y 15 meses de edad. (B) Análisis 
de la cuantificación de los niveles en los ratones control C57BL/6J y glaucomatosos. El análisis de la 
intensidad de las bandas se cuantificó por densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los 
valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
**
p 
0.01). 
 
Estos resultados de inmunotransferencia se correlacionaron con la medida de la 
actividad de caspasa-3 en las retinas control y patológicas (DBA/2J) a los 3 y 15 meses. 
Se observó un gran aumento de la ruptura de Ac-DEVD-N'-MC-R110 en las retinas 
glaucomatosas. Como se muestra en la figura 39, la actividad de la caspasa-3 se 
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incrementó significativamente a los 15 meses de edad en los ratones DBA/2J (188%;  p 
<0.01) en comparación con las retinas DBA/2J a los 3 meses. Del mismo modo, los 
niveles de actividad enzimática se incrementaron un 218% (p <0.001), cuando se 
comparó con los valores obtenidos en el ratón control. 
 
 
Figura 39. Actividad enzimática de la caspasa-3 en retinas de ratones control y enfermo a los 3 y 15 
meses. La activación de la caspasa-3 se midió incubando las retinas con el sustrato de caspasa-3 
fluorescente, tal y como se describió en Material y métodos. Los valores mostrados en el diagrama de 
barras corresponden a la media ± DS de tres ratones (
**
p 0.01; ***p 0.001). 
 
5.2 In vitro. 
5.2.1 Caracterización farmacológica del receptor P2X7. 
Para poder estudiar mediante un modelo in vitro la posible vinculación del 
receptor P2X7 a las vías de señalización observadas en el modelo, inicialmente se quiso 
determinar la presencia de dicho receptor en la línea celular R28 mediante Western Blot 
(figura 40).  
        
Figura 40. Western Blot representativo de la 
presencia del receptor P2X7 en las células R28 
E1A-NR.3 (R28). P patrones de peso molecular 
conocido. 
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A continuación, se quiso comprobar el comportamiento general de la señal de 
calcio cuando se estimulaban dichas células con ATP, de modo que se produjera una 
respuesta general de todos los receptores P2X y P2Y presentes en dicha línea celular 
(figura 41A). Para ello, se empleó una concentración de ATP de 100 μM y, 
posteriormente se aplicó un inhibidor general de los receptores P2Y, la suramina. Se 
observó una disminución de aproximadamente un 50% con respecto a la respuesta 
inicial, lo que confirmaba la presencia de dos tipos de receptores en esta línea celular, 
tal y como se describió en una serie de arrays realizados por Seigel (2014). Del mismo 
modo, se demostró cómo activando únicamente  los receptores P2Y mediante la 
aplicación de UTP 100 μM, la respuesta producida era debida a dichos receptores 
siendo prácticamente eliminada en su totalidad por acción de la suramina a 100 μM 
(figura 41C).  
A continuación, se evaluó la respuesta a calcio de los receptores P2X. Para ello, 
se estimuló con ATP, de modo que se produjera la respuesta de los receptores P2X y, a 
continuación, se incubó con A438079 5 μM obteniéndose una disminución de la 
respuesta a calcio originada por la eliminación de la contribución de P2X7 a la respuesta 
global. Seguidamente, se incubó de nuevo con A438079 5 μM y suramina 100 μM, 
obteniendo la disminución del pico. La respuesta final era la originada por parte 
únicamente de los receptores P2X (figura 41B).  
Finamente, se quiso determinar la respuesta de calcio inducida exclusivamente 
por el receptor P2X7. Se estimularon las células con BzATP 100 μM, para ser 
seguidamente activado en presencia de suramina y, eliminando la participación P2Y a la 
respuesta (figura 41D).  
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Figura 41. Respuestas de calcio inducidas por diferentes agonistas P2X y P2Y en células R28 
individuales. Las células se estimularon durante 30 s con ATP 100 μM, UTP 100 μM o BzATP 100 μM. 
Una vez recuperado el valor basal, se realizaron diferentes incubaciones durante 5 minutos con distintos 
antagonistas (ver texto).   
 
Cabe señalar que el BzATP es bastante selectivo para el receptor P2X7, pero 
también puede activar otros P2X (Bianchi y cols., 1999). Por ello, para potenciar las 
acciones del BzATP sobre el receptor P2X7, los experimentos se realizaron de manera 
rutinaria en un medio en ausencia de Mg
2+
 (Locke sin Mg
2+
), ya que una de las 
características diferenciales del P2X7 es su sensibilidad a la inhibición por cationes 
divalentes (Virginio y cols., 1997). 
5.2.2 Ensayos de viabilidad celular. 
Se realizaron estudios de citotoxicidad exponiendo a las células R28 a diferentes 
concentraciones del agonista del receptor P2X7, BzATP durante 48 horas. De esta 
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manera, se pudo determinar el umbral a partir del cual se desencadena el proceso de 
muerte celular y, se estableció el rango de concentraciones adecuado para los estudios 
posteriores de muerte celular programada. Estos ensayos, se llevaron a cabo mediante 
ensayos con MTT, tal y como se describió en el apartado 12 de Material y métodos. 
Se observó cómo a partir de concentraciones de BzATP de 100-250 µM se 
produjo una considerable disminución de la viabilidad celular (40%, p<0.01). El 
descenso fue más acusado cuando se aplicaban concentraciones entre 500-750 µM 
(55%, p<0.01). A concentraciones superiores de 750 µM la muerte celular era masiva, 
por lo que se determinó un rango en el que podría empezar a desencadenarse un proceso 
apoptótico entre [100-750] µM de BzATP (figura 42A).   
 
Figura 42. Estudio de la viabilidad celular de la línea celular R28. La línea celular fue estimulada 
con BzATP a concentraciones de  entre 100 y 2000 µM durante 48 horas (A). También se realizaron 
estimulaciones con BzATP 100 y 250 µM en presencia de antagonistas específicos (A43 y BBG) a 1 µM 
(B). Los valores mostrados corresponden a la media ± DS de tres experimentos independientes de 
cultivos diferentes. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al 
menos, tres ratones (
**
p 0.01). 
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A continuación, se evaluó el efecto de los antagonistas sobre el receptor P2X7. 
Para ello, se utilizaron dos antagonistas específicos (BBG y A438079) junto a 
concentraciones del agonista donde comienza a producirse la disminución de la 
viabilidad celular 100 y 250 µM (figura 42B). En presencia de estos antagonistas el 
efecto fue revertido, lo que confirma que la disminución de la supervivencia celular era 
inducida por la activación del receptor P2X7 vía BzATP (figura 42B).  
 
5.2.3 Fosforilación de las proteínas p38 y JNK mediada por BzATP en la 
línea inmortalizada de retina R28. 
Una vez determinada la activación de estas rutas de señalización en el modelo 
murino de glaucoma, se decidió comprobar la implicación directa del receptor P2X7 en 
la estimulación de dichas vías de señalización en la línea inmortalizada de retina R28. 
Para estudiar el efecto de la activación del receptor P2X7 sobre las proteínas p38 
y JNK se empleó el agonista BzATP y se evaluó el estado de fosforilación de dichas 
proteínas mediante experimentos de inmunodetección por ELISA (figuras 43 y 44). 
Como se observa en la figura 43A, los incrementos en la fosforilación de la proteína 
p38 inducidos por el agonista fueron transitorios, observándose ya ésta fosforilación a 
tiempos de 5 minutos, alcanzando sus niveles máximos a los 15 minutos de 
estimulación y, volviendo progresivamente a los niveles basales a tiempos más largos 
de 30 minutos-1 hora. Así, por ejemplo a una concentración de BzATP de 250 µM se 
detectó un incremento en la fosforilación de p38 de un 56% y un 73% para los tiempos 
de 5 y 15 minutos (figura 43B).   
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Figura 43. Efecto del BzATP sobre la fosforilación de p38. (A) Dosis-respuesta del porcentaje de 
incremento en la fosforilación de p38 en función de la concentración (0-500 µM). Estos experimentos se 
llevaron a cabo a diferentes tiempos. (B) Porcentaje de incremento de la fosforilación de la proteína p38 
tras la estimulación celular mediante  BzATP a 250 µM en función del tiempo. Los valores mostrados en 
gráficas corresponden a la media ± DS de, al menos, tres experimentos independientes de cultivos 
diferentes. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, 
tres ratones (
**
p 0.01). 
Del mismo modo, se estudió el efecto del BzATP sobre el estado de 
fosforilación de la proteína JNK en las células R28. Como se observa en la figura 44A, 
a todas las concentraciones evaluadas se observó un incremento significativo de la 
fosforilación de la proteína a los 5 minutos de estimulación con el agonista, 
alcanzándose los valores más altos transcurridos 15 minutos. Estos incrementos fueron 
inducidos a concentraciones de 250 µM y 500 µM. Se detectó un aumento del 51% a 
una concentración de agonista de 250 µM y un 160% para 500 µM a los 5 minutos 
(figura 44B) y un aumento del 107% para 250 µM y de 205% para la concentración de 
agonista de 500 µM a los 15 minutos. El incremento en el estado de fosforilación de 
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JNK se mantuvo en el tiempo de 30 minutos y tiende a retornar hacia los niveles basales 
a los 60 minutos. 
 
Figura 44. Efecto del BzATP sobre la fosforilación de JNK. (A) Dosis-respuesta del % de incremento de 
fosforilación de JNK en función de la concentación. Estos experimentos se llevaron a cabo a diferentes 
tiempos. (B) % de incremento de la fosforilación de la proteína JNK tras la estimulación celular mediante  
BzATP a 250 µM en función del tiempo. Los valores mostrados en gráficas corresponden a la media ± 
DS de, al menos,  tres experimentos independientes de cultivos diferentes. Los valores mostrados en el 
diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
**
p 0.01). 
Se observó un inicio de la fosforilación de la proteína estadísticamente 
significativo a concentraciones de agonista de 100 µM durante 15 minutos, aumentando 
dicha activación a medida que se incrementaba la concentración de BzATP. El perfil de 
respuesta encontrado para la incubación de agonista durante 5 minutos fue muy similar 
(figura 44A). Sin embargo, cuando se aplicaba el agonista durante 30-60 minutos se 
observó un aumento significativo de la fosforilación a concentraciones de 250 µM, 
revirtiéndose dicho efecto a concentraciones crecientes del mismo. Se fijó una 
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concentración de BzATP de 250 µM con el fin de obtener los valores más altos de 
fosforilación de P-JNK (figura 44B) y estudiar el efecto del antagonismo del receptor. 
5.2.4 Identificación del receptor P2X7 como responsable de la respuesta 
inducida por el BzATP sobre la fosforilación de las proteínas p38 y JNK. 
Para poder confirmar que el efecto del BzATP sobre la señalización de ambas 
proteínas estaba mediado por un receptor P2X7, se emplearon antagonistas específicos 
de dicho receptor (BBG y A438079). Tal y como se muestra en las figuras 45 y 46, 
tanto el BBG (Jiang y cols., 2000) como el A-438079 (Donnelly-Roberts y Jarvis, 
2007), fueron capaces de disminuir el incremento inducido por BzATP en la 
fosforilación de ambas proteínas. Así como se mostraba en las figuras 43 y 44, a los 15 
minutos el tratamiento de BzATP a 250 µM produjo un significativo incremento de los 
niveles de P-p38 (73%) y P-JNK (107%), en presencia de los antagonistas no fue 
posible detectar dicho aumento. De esta manera, se confirmó que el receptor P2X7 
media las acciones efectuadas por el BzATP en el cultivo retiniano.  
 
 
 
A 
B 
Figura 45. Efecto de distintos 
antagonistas nucleotidicos sobre la 
fosforilacion de P38 inducida por 
el BzATP. Las neuronas fueron 
estimuladas a concentración de 
BzATP de 250 µM a diferentes 
tiempos en presencia de  
antagonistas (A) BBG a 1 µM y (B) 
A438079 a 1 µM. Los valores 
mostrados en gráficas corresponden 
a la media ± DS de, al menos tres 
experimentos independientes de 
cultivos diferentes.  
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          5.2.5 Efecto del BzATP en la activación del marcador de apoptosis caspasa-3. 
Una vez analizada la señalización del BzATP acoplada a las proteínas p38 y 
JNK, se quiso determinar si estaba comprometida otra proteína implicada en numerosos 
procesos de muerte celular, la caspasa-3. Esta proteína perteneciente a la familia de las 
caspasas, están relacionadas fundamentalmente con vías apoptóticas y han sido 
relacionadas en numerosos trabajos en procesos de neurodegeración como ya se ha 
comentado anteriormente (Zhang y cols., 2005). Además, tanto las MAP kinasas (p38 y 
JNK) como las caspasas, están involucradas en procesos de daño neuronal a través de la 
señalización mediada por la activación del receptor P2X7.  
 
 
A 
B 
Figura 46. Efecto de distintos 
antagonistas nucleotidicos sobre la 
fosforilacion de JNK inducida por 
el BzATP. Las neuronas fueron 
estimuladas a concentracion de 
BzATP de 250 µM a diferentes 
tiempos en presencia de  antagonistas 
(A) BBG a 1 µM y (B) A43a µM. Los 
valores mostrados en graficas 
corresponden a la media ± DS de al 
menos tres experimentos 
independientes de cultivos diferentes. 
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Figura 47. Evaluación de células apoptóticas obtenidas por estudios de citometría de flujo. (A)La 
activación de la caspasa-3 (indicativa de apoptosis celular) se analiza tras la exposición de las células a 
distintas concentraciones de BzATP. (B) Inhibición del proceso de muerte celular programada mediante 
el uso de antagonistas específicos tras la estimulación a diferentes concentraciones de BzATP. Los datos 
se muestran como porcentaje de células apoptóticas (con caspasa-3 activa) totales (células en apoptosis 
temprana y células en apoptosis en estadios avanzados). Los valores mostrados en gráficas corresponden 
a la media ± DS de, al menos tres experimentos independientes de cultivos diferentes. Los datos se 
consideraron significativos estadísticamente a 
**p˂0.01.  
 
 Se observó un aumento de aproximadamente 45% de células apoptóticas en el 
rango de concentraciones [250-1000] µM de exposición al agonista (figura 47A), dicho 
incremento se vio reducido significativamente (figura 47B) al realizar el ensayo en 
presencia de antagonistas selectivos del receptor (BBG y A438079).  
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6. EFECTO DEL BBG EN LA DEGENERACIÓN RETINIANA DEL MODELO 
DBA/2J. 
6.1 Efecto del BBG sobre la respuesta electorretinográfica de los ratones 
glaucomatosos tratados.  
El tratamiento mediante antagonistas del receptor P2X7, tales como BBG y 
A438079, habían demostrado ser capaces de prevenir la activación del proceso de 
neurodegeneración inducidos por activación de dicho receptor en diferentes patologías 
(Diaz-Hernandez y cols., 2012). Además, en estudios in vivo se demostró cómo el 
tratamiento con el antagonista modificaba la actividad eléctrica de la retina de ratón 
(Puthussery y cols., 2006; Puthussery y Fletcher, 2009) en el proceso de 
neurotransmisión. Los estudios in vitro realizados por Zhang y cols. (2005), 
demostraron la implicación de dicho receptor y su activación en la muerte de las CGR. 
Todo ello y, los resultados mostrados anteriormente en los estudios in vitro, señalaba el 
posible establecimiento del BBG o A438079 como posibles agentes neuroprotectores en 
nuestro modelo de glaucoma. 
Por lo que, para su demostración directa, se decidió llevar a cabo un tratamiento 
de los ratones DBA/2J (ver apartado 4.1.3 de Material y Métodos) y evaluar la posible 
mejora de la función visual de los mismos.  
Los registros ERG se realizaron en los ojos derechos de ratones DBA/2J tratados 
(n=10) y no tratados (n=10) de la misma edad antes (a los 11 meses) y después (a los 15 
meses) de ser tratados durante aproximadamente 4 meses. Se evaluó la respuesta STR, 
tal y como se ha descrito en el apartado 6.2.1 de Material y Métodos.  
Cuando se analizaron las respuestas ERG de los ratones control (DBA/2J no 
tratados) con los DBA/2J tratados no se apreciaron diferencias significativas en ninguna 
de las intensidades analizadas. Así como tampoco se observaron diferencias 
significativas cuando se compararon los ratones tratados antes y después de comenzar el 
tratamiento (figura 48). 
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Figura 48. Representación gráfica de las amplitudes promediadas versus intensidad de estímulo en 
los ojo derechos e izquierdos de ratones control C57BL/6J (puntos azules) y ratones DBA/2J 
(puntos rojos) a los 11 meses (A; n=9 para cada cepa de ratón) y 15 meses (B; n=9 para cada cepa 
de ratón). Los datos corresponden a pSTR (círculos azules y rojos) y a pSTR (triángulos azules y rojos). 
 
6.2 Estudio de los niveles de expresión de las MAPK. 
Una vez evaluada la función visual de los ratones en función del tratamiento 
establecido, se quiso determinar si dicho tratamiento había originado algún cambio 
molecular a nivel de señalización intracelular.  
Las retinas se analizaron antes y después del tratamiento estableciendo estudios 
comparativos entre los ratones tratados y no tratados, y con respecto a la propia 
evolución de cada uno de los grupos. Se observó cómo los niveles de expresión de las 
proteínas p38 y JNK fosforiladas disminuyeron significativamente en ambos casos. 
Encontrando valores de 91 % (p<0.05) en el caso de P-p38 y de 44.73 % (p<0.05) en el 
caso de P-JNK con respecto a los ratones no tratados a los 15 meses. Al establecer el 
estudio  comparativo antes y después del tratamiento en el grupo tratado se obtuvieron 
descensos de fosforilación del 92% (p<0.01) en el caso de P-p38 y de 39.13 % (p<0.05)  
en el caso de P-JNK (figura 49). 
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Figura 49. Cuantificación de P-p38 en las retinas de ratones DBA/2J tratadas (T) con BBG (45.5 
mg/kg) y no tratadas (C, controles). (A) Bandas del Western Blot representativo de los resultados 
obtenidos para los modelos múridos. (B) Análisis de la cuantificación de los niveles de P-p38 en los 
ratones glaucomatosos DBA/2J antes y después del tratamiento. El análisis de la intensidad de las bandas 
se cuantificó por densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el 
diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 0.05; **p 0.01). 
 
 
 
Figura 50. Cuantificación de P-JNK en las retinas de ratones DBA/2J tratadas (T) BBG (45.5 
mg/kg) y no tratadas (C) con (A) Bandas del Western Blot representativo de los resultados obtenidos 
para los modelos múridos. (B) Análisis de la cuantificación de los niveles de P-JNK en los ratones 
glaucomatosos DBA/2J antes y después del tratamiento. El análisis de la intensidad de las bandas se 
cuantificó por densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el 
diagrama de barras corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 0.05). 
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Estos resultados, confirmaban que el tratamiento mediante antagonismo del 
receptor P2X7, a pesar de no estar produciéndose un cambio funcional de la respuesta 
electrorretinográfica de la retina (ver apartado 6.1) está regulando las rutas de 
señalización intracelular estudiadas, posiblemente inhibiendo la consecuente activación 
de las caspasa-3. 
 
7. ESTUDIO COMPARATIVO CON UN MODELO ANIMAL DE 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
Con el fin de evaluar las posibles similitudes entre la enfermedad glaucomatosa 
y la enfermedad de Alzheimer, se realizaron experimentos preliminares para poder 
establecer una comparación objetiva entre ambos modelos en neurodegeneración. 
7.1 Caracterización funcional de la respuesta electrorretinográfica del 
proceso neurodegenerativo en la enfermedad de Alzheimer. 
Para evaluar el estado de la respuesta funcional de la retina del modelo de 
enfermedad de Alzheimer se analizó la respuesta electrorretinográfica escotópica. Los 
registros ERG se realizaron en los ojos derechos de ratones transgénicos Tg (APPswe, 
PSEN1dE9) y su respectiva cepa control B6C3F1 a diferentes edades (5 y 17 meses). 
Para estudiar la evolución del desarrollo de la patología, se establecieron grupos de ocho 
animales con sus correspondientes controles a los 5 y 17 meses y se evaluó la STR y 
escotópica. 
Los registros STR se realizaron bajo estímulos luminosos (-5.00 a -4.09 log cd s m
-2
) 
No se detectó onda a para intensidades de luz inferiores a -2.94 log cd·s·m
-2
. La onda b 
también aumentó de manera exponencial, alcanzando su máximo con estímulos de -2.94 
log cd·s·m
-2
.  Tal y como se describió anteriormente en el modelo de glaucoma (ver 
apartado 2).  
A los 5 meses de edad, no se detectaron diferencias en la respuesta pSTR y 
nSTR de los ojos del modelo de EA con respecto a los ratones control (figura 51A). Sin 
embargo, a los 17 meses los registros electrorretinográficos de animales representativos 
de EA mostraron una reducción significativa de aproximadamente un 33.18 % y de 
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45.51% con respecto a los ratones control (p˂0.001) a una intensidad luminosa de -3.79 
y -5 log cd·s·m
-2
 respectivamente. En este estadio, los registros ERG escotópicos 
registrados en los ojos enfermos también mostraron diferencias significativas 
encontrándose una reducción de la onda b del 24.8 % con respecto al control (p˂0.001). 
 
 
 
 
 
Figura 51. Registros electrorretinográficos escotópicos a los 5 y 17 meses de edad en el modelo de 
enfermedad de Alzheimer a los 5 y 17 meses con respecto a los ratones control. Ejemplos de registros 
ERG en un ratón control (trazo azul) y en un modelo de ratón de EA (trazo rojo). Al aumentar la 
intensidad del impulso lumínico, cada respuesta STR (amplitud) se incrementó, estableciéndose un rango 
de intensidad entre -5 y -2.94 log cd·s·m
-2
 registrados.  La intensidad del estímulo luminoso se muestra a 
la izquierda de los registros ERG en log cd s m
-2
.  
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Los valores absolutos de la amplitud de respuesta de la STR a los 17 meses en 
los ratones de enfermedad de Alzheimer, mostraron una reducción estadísticamente 
significativa para la mayoría de los estímulos presentados respecto a los ratones control 
(Figura 52). También, se observó una disminución significativa de la onda b con 
respecto a los ratones control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 52. Representación gráfica de las amplitudes promediadas versus intensidad de estímulo en 
los ojo derechos e izquierdos de ratones control (puntos azules) y de enfermedad de Alzheimer 
(puntos rojos) a los 5 meses (A; n=10 para cada cepa de ratón) y 17 meses (B; n=10 para cada cepa 
de ratón). Los datos corresponden a nSTR (círculos azules y rojos) y a pSTR (triángulos azules y rojos). 
Se aprecia una reducción significativa de las amplitudes de pSTR en los ratones APP de los 5 a 17 meses 
(p 0.001). 
Del mismo modo, se analizaron las respuestas pSTR a medida que se 
desarrollaba la patología en los ratones de EA (figura 53), encontrando una disminución 
significativa de un 20 % (p˂0.05) y de 46.06 % (p˂0.001) a una intensidad luminosa de 
-3.79 y -5 log cd·s·m
-2
 respectivamente. Además, los registros ERG escotópicos 
registrados en los ojos enfermos también mostraron diferencias significativas 
encontrándose una reducción de la onda b del 26 % durante la progresión de la 
patología (t-test; p˂0.001). Sin embargo, en los ratones control no se apreciaron 
cambios correspondientes al deterioro de la función visual con la edad.  
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Figura 53. Evolución temporal de la amplitud de la respuesta escotópica (STR) a los 5 y 17 meses de 
edad en B6C3F1(A) y Tg (APP/PSEN1). (A) Registros electrorretinográficos representativos del ratón 
B6C3F1 a los 3 (trazo verde) y 15 meses (trazo azul).  (B) Registros electrorretinográficos representativos 
del ratón Tg (APP/PSEN1) a los 5 (trazo morado) y 17 meses de edad (trazo rojo). La intensidad del 
estímulo luminoso se muestra a la izquierda de los registros ERG en log cd s m
-2
.  
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7.2 Estudio temporal de la población de las CGR en el modelo de ratón de 
enfermedad de Azlheimer.  
Las CGR de los ojos izquierdos y derechos de los ratones B6C4F1 y Tg (APP, 
PSEN1) a los 5 y 17 meses fueron marcadas desde los colículos con OHSt y, 
posteriormente inmunodetectadas con Brn3a para poder evaluar el estado de las CGR 
con respecto a la cepa control y, con respecto a la evolución de la patología.  
Los resultados obtenidos tras analizar los contajes de CGR detectadas por 
marcaje retrógrado y por inmunodetección con Brn3a, correspondientes a los ratones 
B6C3F1 a los 5 y 17 meses, mostraron una distribución normal de población de CGR. 
En el grupo control el número medio de CGR trazadas con OHSt por retina fue de 
38567.9 ± 1619.3 n=5 (media ± DS) a los 5 meses y se obtuvieron medias similares con 
alta variabilidad cuando se analizaron a los 17 meses de edad (29845.7 ± 5445.6, n=6). 
En este grupo control el número medio de CGR con inmunorreactividad positiva frente 
a Brn3a por retina fue de 40811.5 ± 1473.5 n=5 (media ± DS) para 5 meses y de 
38390.2  ± 4992.8 n=6 (media  ± DS) para 17 meses.  
Cuando se llevó a cabo el análisis de los ratones enfermos con EA, se obtuvieron 
valores de la población de CGR similares a los obtenidos en el grupo control a los 5 
37913.1 ± 2417.6 n=5 (media ± DS) y a los 17 meses (39275.8 ± 1750.7 n=3) de CGR 
marcadas con OHSt, al igual que ocurría cuando se analizaban los contajes realizados 
para la inmunorreactividad frente a Bnr3a en ambos estadios (41300.3 ± 1601.1 a los 5 
meses y 45291.8 ± 1763.6 a los 17 meses, n=3-5).  
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Figura 54. Población de células ganglionares de la retina en retinas de animales control (B6C3F1) y 
de enfermedad de Alzheimer Tg (APP, PSEN1) a los 5 y 17 meses de edad. Montaje global a plano 
“in toto” de una retina representativa de un ratón B6C3F1 mostrando marcaje con OHSt a los 5 y 17 
meses de edad (A y C) aplicado a ambos colículos superiores una semana antes de su procesamiento e 
inmunotinción frente a Brn3a (A´´y C´´) y sus correspondientes mapas de isodensidad (A´, A´´´ y C´, 
C´´´). Los mismos montajes se realizaron con los ratones de EA Tg (APP, PSEN1) a los 5 y 17 meses 
marcados con OHSt (B, D) y Brn3a (B´´, D´´) y sus respectivos mapas de isodensidad (B´, B´´´y D´, 
D´´´). La reconstrucción de los montajes a plano se realizó con ayuda de una platina motorizada en un 
microscopio de epifluorescencia con una cámara de alta resolución conectada a un sistema de análisis de 
imagen (Image-Pro
® Plus, V5; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Barra de escala 1 mm. 
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7.3 Caracterización molecular del modelo de enfermedad de Alzheimer. 
7.3.1 Detección de la proteína β-amiloide en las retinas de enfermedad de 
Alzheimer.  
7.3.1.1 Detección morfológica de la proteína β-amiloide en las retinas del 
modelo animal de enfermedad de Alzheimer. 
Se realizó la extracción a plano de las retinas a lo largo de este estudio para 
poder evaluar la presencia de posibles acumulaciones de la proteína β-amiloide descritas 
en este modelo de ratón y, su distribución a lo largo de la retina. En las retinas control, 
correspondientes a los ratones B6C3F1, no se apreció ningún marcaje para dicha 
proteína a lo largo de los estadios analizados. Lo mismo se observó en las retinas del 
modelo de EA a los 5 meses de edad. Sin embargo, cuando se estudiaron las retinas de 
los ratones transgénicos a los 17 meses de edad, se detectaron depósitos β-amiloide 
positivos en la CPI y en la CGR distribuidas de manera heterogénea a lo largo de las 
retinas (figura 55). En los ratones sanos de la misma edad, se detectaron algunos 
depósitos de la proteína β-amiloide en la CPI, posiblemente vinculados al propio 
proceso fisiológico de envejecimiento. 
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Figura 55. Inmunorreactividad frente a la proteína β-amiloide en la retina en el ratón control 
B6C3F1 y en el modelo de ratón de enfermedad de Alzheimer Tg (APP, PSEN1. Fotomontaje 
micrográfico de retinas montadas a plano de ratones a los 5 (A) y 17 (B) meses de edad. Se observan 
depósitos de la proteína β-amiloide en la CPI y las CGR en las retinas de los ratones de EA a los 17 meses 
de edad. En animales sanos de la misma edad se detectan algunos depósitos. Barra de escala1 mm. 
 
 
7.3.1.2 Cuantificación de los niveles de proteína β-amiloide.   
El estudio morfológico del aumento en la expresión de la proteína β-amiloide 
mediante inmunofluorescencia fue corroborado con la cuantificación de proteína a los 5 
y 17 meses (figura 56). Se observó un aumento significativo de la expresión de la 
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proteína amiloide del 181.5%, (p<0.01) en las retinas de los ratones de EA con respecto al 
control y al estado basal del ratón a los 5 meses de edad (188.6%, p<0.01).   
 
 
Figura 56. Cuantificación de los niveles la proteína precursora amiloide en las retinas control y del 
modelo de EA a los 5 y 17 meses de edad. (A) Bandas del Western Blot representativo de los resultados 
obtenidos para los modelos múridos. (B) La representación gráfica en columnas muestra la expresión de 
la proteína a los 5 y 17 meses de edad. Los valores mostrados en el diagrama de barras corresponden a la 
media ± DS de, al menos, tres ratones (
**
p 0.01). 
 
A continuación, se analizó la expresión de la proteína en el modelo de glaucoma 
DBA/2J, de modo que se pudiera establecer un posible paralelismo entre ambas 
patologías, con respecto a la presencia de la proteína amiloide (Goldblum y cols., 2007; 
Guo y cols., 2007b).  
Los niveles de la proteína β-amiloide aumentaron en un 37% (p<0.05) en los 
ratones glaucomatosos a los 15 meses de edad cuando se comparó con el control y con 
la evolución de la degeneración retiniana del ratón DBA/2J, encontrándose un aumento 
del 51% (p<0.01). 
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Figura 57. Cuantificación de los niveles la proteína precursora amiloide en las retinas C57BL/6J y 
DBA/2J los 3 y 15 meses de edad. (A) Bandas del Western Blot representativo de los resultados 
obtenidos para los modelos murinos. (B) La representación gráfica en columnas muestra la expresión de 
la proteína a los 3 y 15 meses de edad. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por 
densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 0.05; **p 0.01). 
 
7.3.2 Cuantificación de los niveles de P2X7 en las retinas de enfermedad de 
Azheimer.  
Por analogía con el objetivo principal de la tesis, el estudio del receptor P2X7, se 
quiso determinar si en las retinas del modelo de ratón de EA existía alguna alteración en 
los niveles de la proteína. Para ello, se cuantificó mediante Western Blot la presencia de 
la misma a los 5 y 17 meses de edad en el modelo EA y su respectivo control. 
Los resultados obtenidos mostraron un incremento estadísticamente significativo 
de los niveles de P2X7 (32 %, p<0.05) en el modelo EA de los 5 a los 17 meses al igual 
que cuando se comparó con el ratón control (18%, p<0.05).  
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Figura 58. Cuantificación de los niveles del receptor P2X7 en las retinas control y del modelo de EA 
a los 5 y 17 meses de edad. (A) Bandas del Western Blot representativo de los resultados obtenidos para 
los modelos animales. (B) La representación gráfica en columnas muestra la expresión del receptor P2X7 
a los 5 y 17 meses de edad en ambas cepas. El análisis de la intensidad de las bandas se cuantificó por 
densitometría, utilizando GAPDH como control de carga. Los valores mostrados en el diagrama de barras 
corresponden a la media ± DS de, al menos, tres ratones (
*
p 0.05). 
 
7.4 Evaluación de los niveles de ATP en el modelo de EA. 
 Una vez observada la sobreexpresión del receptor P2X7 en el modelo murino de 
enfermedad de Alzheimer, se evaluaron los niveles de ATP en dicho modelo, con el 
objetivo de garantizar la activación del mismo.  
Los niveles de ATP extracelular fueron analizados comparando los ratones 
control (C3) y los ratones con enfermedad de Alzheimer (APP) en diferentes estadios: 
antes del desarrollo de la patología (3 meses), cuando se está desarrollando (14 meses) y 
cuando el avance está consolidado totalmente (17 meses). Para ello, se estimularon las 
retinas como se describió en el apartado 10.3.1.1 de material y métodos.  
Tal y como se muestra en la figura 59, los niveles de ATP extracelular en el 
ratón control en condiciones de “no estimulación” no produjo un cambio significativo 
durante el intervalo temporal estudiado encontrando un valor medio de 0.71 ± 0.40 
pmol/mg retina. Sin embargo, los niveles de ATP extracelular tras la estimulación de las 
retinas produjeron una liberación del nucleótido de 2.48 ± 0.37 pmol/mg retina (a los 3 
meses), 2.89 ± 0.45 pmol/mg retina (a los 14 meses) y, disminuyó drásticamente a los 
17 meses de edad 0.37 ± 0.12 pmol/mg retina (figura 59A). 
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Con respecto a los niveles de ATP extracelular de retinas no estimuladas en los 
ratones de EA, los valores obtenidos a los 3 meses aumentaron de 0.68 ± 0.24 pmol/mg 
retina hasta 1.82 ± 0.26 pmol/mg retina a los 14 meses, descendiendo dichos valores a 
1.20 ± 0.40 pmol/mg retina a los 17 meses. Cuando las retinas de EA fueron 
estimuladas, la liberación de ATP a los 3 meses fue de 2.50 ± 0.45 pmol/mg retina, 
obteniéndose un gran incremento de 5.32 ± 0.33 pmol/mg retina a los 14 meses y, 
volviendo a valores similares a los basales de 1.56 ± 0.48 pmol/mg retina (n=3) (ver 
figura 60). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Estudio de la liberación de ATP en ratones control (B6C3F1) en función de la edad. (A) 
Liberación de ATP en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de estimulación 
(con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas control. Los valores mostrados en la gráfica 
corresponden a la media ± DS (n=4). (B) Cromatogramas representativos obtenidos por HPLC en 
condiciones basales (izquierda) y estímuladas (derecha). ). (
**p ˂ 0.01). 
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Figura 60. Estudio de la liberación de ATP en ratones de EA (Tg (APP/PSEN)) en función de la 
edad. (A) Liberación de ATP en condiciones basales (no estimuladas, círculos) y en condiciones de 
estimulación (con KCl 59 mM, triángulos) detectados en las retinas. Los valores mostrados en la gráfica 
corresponden a la media ± DS (n=4).  (B) Cromatogramas representativos obtenidos por HPLC en 
condiciones basales (izquierda) y estímuladas (derecha) (
**p ˂ 0.01; ***p ˂ 0.001). 
Se compararon los niveles totales de liberación de ATP tras la estimulación en 
ratones de EA con respecto a los controles en los estadios establecidos. De modo, que se 
pudo obtener el incremento producido en la liberación del nucleótido de 1.81 ± 0.14 
pmol/mg retina en las retinas de 3 meses hasta valores de 2.18 ± 0.25 pmol/mg retina a 
los 14 meses en los ratones control, mientras que en los ratones enfermos el cambio 
oscilo de 1.82 ±0.10 pmol/mg retina a los 3 meses hasta valores de 3.50 ± 0.30 pmol/mg 
retina a los 14 meses (figura 61). 
 
igura 61. Liberación total de ATP total en las retinas de ratones control (trángulos blancos) y de EA 
(triángulos negros) a diferentes edades (n= 4 para cada estadio). Los valores mostrados en la gráfica 
corresponden a la media ± DS. La significación estadística se indica mediante * cuando se tomó como 
referencia el ratón control y mediante # cuando se comparó el ratón de EA con respecto a los 3 meses (
**
p 
˂ 0.01 y ##p ˂ 0.01). 
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DISCUSIÓN 
El glaucoma es una de las causas más importantes de pérdida de visión 
irreversible. Debido a que se trata de una neuropatía asintomática, en un periodo de 
tiempo relativamente largo, el diagnóstico precoz de la misma adquiere una gran 
relevancia así como el desarrollo de fármacos que frenen su progresión.  
Para el estudio de la patología, se han desarrollado diferentes modelos animales 
de hipertensión ocular (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Salinas-Navarro y cols., 2010), 
lesiones axonales (Peinado-Ramon y cols., 1996; Parrilla-Reverter y cols., 2009a; 
Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Agudo-Barriuso, 2011), ligadura selectiva de vasos 
oftálmicos (Lafuente y cols., 2002), cauterización de la vena epiescleral (Shareef y 
cols., 1995) y modelos inducidos mediante inyecciones de soluciones hipertónicas de 
suero salino (Morrison y cols., 1997), de microesferas (Sappington y cols., 2010) o 
fotocoagulación de vena epiescleral y malla trabecular (WoldeMussie y cols., 2001; 
Salinas-Navarro y cols., 2009a; Salinas-Navarro y cols., 2010). Además de estos 
modelos experimentales, existen modelos genéticos (Howell y cols., 2008), como es el 
caso que nos ocupa durante el trabajo de esta Tesis Doctoral, el modelo de ratón 
DBA/2J.  
Los datos obtenidos durante el desarrollo experimental indican que el modelo 
animal de glaucoma DBA/2J, simula la progresión de la patología glaucomatosa con el 
tiempo. En estadios avanzados, aproximadamente a los 15 meses de edad, se aprecia 
una pérdida selectiva de las CGR acompañada de la correspondiente disminución de la 
respuesta electrofisiológica. Además de los cambios morfológicos de la degeneración 
glaucomatosa, en este trabajo se ha pretendido realizar una aproximación a los 
mecanismos moleculares que conllevan a la pérdida neuronal entre los que se encuentra 
el sistema purinérgico. 
1. GENOTIPADO DEL RATÓN DBA/2J. 
El ratón DBA/2J ha sido ampliamente caracterizado como modelo de glaucoma, 
causado por la mutación de dos genes, Tyrp1 y Gpnmb (John y cols., 1998; Anderson y 
cols., 2002; Anderson y cols., 2006).  
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Inicialmente se llevó a cabo el genotipado de los ratones DBA/2J con el objetivo 
de garantizar el fondo genético de dicho modelo animal. Ha sido ampliamente 
documentada la distinta manifestación fenotípica de los ratones cuando contenían la 
mutación de uno de los genes, por lo que se prestó especial interés en determinar que 
ambas mutaciones estuviesen presentes en los animales. La verificación de éstos 
permitió estudiar la evolución de un modelo de glaucoma exfoliativo (Bayer y cols., 
2001; Porciatti y cols., 2010). Los resultados de PIO, ERG, análisis morfológicos y 
alteraciones moleculares expuestos a continuación, se deben claramente a la presencia 
de las dos mutaciones en los ratones DBA/2J. 
2. EVALUACIÓN DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR EN EL MODELO 
DBA/2J. 
Los cambios en los valores de PIO fueron estudiados en todos los ratones 
glaucomatosos (DBA/2J) en los diferentes estadios establecidos a lo largo del estudio  
así como también se realizaron en paralelo las medidas en los ratones control (ratones 
C57BL/6J). Se pudo establecer un estudio comparativo entre la cepa control y con 
respecto al propio desarrollo de la patología con el tiempo, de modo, que se pudiera 
evaluar la contribución del deterioro de la función visual originado por el proceso de 
envejecimiento.  
Cabe destacar, las limitaciones técnicas que proporciona el modelo para realizar 
la medidas fisiológicas de PIO en edades avanzadas de la patología, debido a la 
presencia de calcificaciones corneales y aumento del grosor de la misma (Inman y cols., 
2006). 
El glaucoma es una neuropatía óptica, donde la pérdida progresiva de la función 
visual está frecuentemente asociada con el aumento crónico de la presión intraocular 
(PIO). Numerosos estudios demuestran que la elevación sostenida de PIO daña el disco 
óptico de la cabeza del nervio óptico, originando degeneración de las células 
ganglionares de la retina (CGR) y produciendo ceguera (Quigley y Broman, 2006). El 
desarrollo de la enfermedad está relacionado con la edad. En humanos la prevalencia de 
la patología aumenta en una proporción del 0.2 % a los 40-50 años de edad  (Dielemans 
y cols., 1994); este valor puede incrementarse al 10% a los 80 años (Tielsch y cols., 
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1991). En el modelo experimental de glaucoma de DBA/2J, se observó un aumento 
gradual de la PIO aproximadamente desde los 9 meses de edad hasta alcanzar los 12 
meses, estadio en el cual se alcanzan valores de PIO 50% superiores de los valores 
basales de presión. Los resultados son concordantes con estudios reportados por otros 
grupos, que demuestran valores máximos de presión en este intervalo temporal (Saleh y 
cols., 2007; Scholz y cols., 2008; Harazny y cols., 2009). Aunque la elevación de la PIO 
es una característica del modelo, hay una dispersión considerable en estos valores, 
encontrados cuando fueron analizados en diferentes poblaciones de ratones. La 
variabilidad en la manifestación fenotípica mostrada durante el desarrollo del glaucoma 
debe ser considerado en este modelo de glaucoma, incluso debería considerarse la 
posibilidad de que algunos animales fueran capaces de contrarrestar la elevación de la 
PIO (John y cols., 1998). La alta dispersión observada en los valores de la PIO podría 
estar relacionada con diferencias individuales originadas en cámara anterior debido a la 
deposición aleatoria del pigmento del iris sobre la malla trabecular (originada por las 
mutaciones descritas en el modelo animal) y, con la posibilidad de que se activen 
determinados mecanismos compensatorios capaces de activar el drenaje epiescleral con 
el fin de mantener la PIO en valores normales. De esta manera, podría explicarse cierta 
variabilidad en la evolución de la patología.  
Por otro lado, diferentes autores han analizado el papel que desempeña la PIO en 
el daño originado en las CGR en relación con la degeneración glaucomatosa. Previos 
estudios (Scholz y cols., 2008; Harazny y cols., 2009) mostraron que no había una 
relación directa entre PIO y daño retiniano. Esto sugería que el aumento de la PIO 
podría ser un factor que contribuye a la degeneración celular pero no lo suficientemente 
condicionante como para inducir la muerte neuronal. En este trabajo, aunque la PIO 
alcanza un aumento significativo a los 12 meses de edad, este valor decrece a los 15 
meses de edad (figura 2 del capítulo de resultados). Esta disminución considerable de 
los valores de presión, podría estar sujeta posiblemente a que en ratones mutantes tan 
longevos, las células tanto de la malla trabecular como del cuerpo ciliar, estuvieran 
dañadas. Como consecuencia, originaría una disminución de la producción del flujo de 
humor acuoso (HA) y un mayor drenaje del mismo. Todos estos resultados sugieren que 
un aumento en la PIO no es el único factor responsable del daño de las CGR (Atorf y 
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cols., 2013) y que la enfermedad puede seguir progresando originando ceguera 
permanente.  
3. DISFUNCIÓN VISUAL EN LOS RATONES GLAUCOMATOSOS. 
Para poder establecer un rango temporal y analizar los posibles cambios 
moleculares originados en la degeneración glaucomatosa, se realizó el seguimiento de la 
actividad eléctrica de la retina del ratón DBA/2J. Para ello, se realizó el registro de la 
respuesta umbral escotópica (STR), técnica electrofisiológica utilizada para la detección 
del daño interno de la retina, concretamente de las CGR (Frishman y cols., 1996; Bui y 
Fortune, 2004).  
El seguimiento de la evolución del deterioro de la retina en diferentes 
neuropatías, in vivo, ha suscitado el desarrollo de diferentes técnicas para analizar el 
estado funcional de la misma. Inicialmente, en este trabajo, se registró la actividad 
eléctrica global de la retina mediante el fERG pudiendo caracterizar funcionalmente los 
diferentes tipos neuronales, y evaluar la posible pérdida de la función de la retina 
externa y conexiones sinápticas, fundamentalmente de fotorreceptores y células 
bipolares (Harazny y cols., 2009; Baltan y cols., 2010), sin detectarse cambios 
significativos en muchas de las repuestas analizadas. En ratones DBA/2J, han sido 
detectados importantes cambios en torno a los 24 meses de edad implicando, de esta 
manera, el deterioro de la retina más externa (Heiduschka y cols., 2010).  
También se analizaron las principales células dañadas en el glaucoma, las 
células ganglionares, mediante la realización de STR, descrito previamente por 
diferentes autores como test funcional para el estudio de la población de CGR 
(Frishman y Steinberg, 1989; Frishman y cols., 1996; Saszik y cols., 2002; Bui y 
Fortune, 2004). Diferentes autores han utilizado técnicas alternativas para examinar la 
funcionalidad de las CGR incluyendo el pERG en este modelo animal DBA/2J 
(Porciatti y cols., 2007; Porciatti y cols., 2010).  
En este trabajo, se han analizado los cambios funcionales de la retina  a lo largo 
del desarrollo de la patología encontrándose una disminución de la pSTR de 
aproximadamente un 68% a los 15 meses con respecto a los 3 meses de edad. Es 
interesante observar que aunque las diferencias de amplitud pSTR no fueron 
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significativas a los 3 meses de edad, se hicieron bastante pronunciadas entre los 9 y 15 
meses de edad. Sin embargo, también se observó una ligera disminución de la amplitud 
pSTR en el control de ratones C57BL/6J con el envejecimiento. En este sentido, el uso 
de ratones C57BL/6J como una cepa de control de la patología debería ser 
reconsiderada. Estos resultados son consistentes con estudios anteriores sobre diferentes 
modelos animales glaucomatosos, que también muestran una disminución en las 
amplitudes de la respuesta ERG (Bui y cols., 2005; Holcombe y cols., 2008; Alarcon-
Martinez y cols., 2009; Kong y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Alarcon-
Martinez y cols., 2010; Cuenca y cols., 2010). 
Este acusado descenso de la respuesta electrorretinográfica se correlaciona con 
la reducción de la población de CGR inducida por  un aumento sostenido de la PIO en 
algunos modelos experimentales de glaucoma (Bui y cols., 2005; Li y cols., 2006; Kong 
y cols., 2009), pero se hace cada vez más evidente la importancia de los diferentes 
mecanismos bioquímicos implicados como la apoptosis de las CGR y en alteraciones 
metabólicas (Schuettauf y cols., 2004). 
4. DEGENERACIÓN DE LAS CÉLULAS GANGLIONARES. 
Para llevar a cabo la identificación de la población de las CGR afectadas se 
utilizó un trazador neuronal retrógrado (OHSt) y un marcador específico al tipo 
neuronal, el factor de transcripción Brn3a (Nadal-Nicolas y cols., 2009) con el objetivo 
de evaluar si había un transporte retrógrado funcionalmente activo y si la población total 
de CGR estaba preservada.  
La cuantificación de las CGR llevada a cabo en este estudio muestra la gran 
variabilidad en la pérdida del número de CGR presente en los animales DBA/2J a los 15 
meses de edad en comparación con las retinas control C57BL/6J (Jakobs y cols., 2005; 
Heiduschka y cols., 2010).  
La reducción del marcaje retrógrado mediante OHSt o mediante marcaje con 
Brn3a de CGR en ratones glaucomatosos se observó principalmente en la retina dorsal, 
y mostraron dos patrones diferentes: (i) un patrón difuso, con una escasa reducción de la 
distribución celular a través de toda la capa CGR, y (ii) un patrón focal, que se 
caracteriza por una ausencia casi completa de CGR marcadas distribuidas en sectores 
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triangulares, con su base localizada en la periferia y su vértice en el disco. Estos 
resultados están en concordancia con trabajos realizados en el ratón DBA/2J (Jakobs y 
cols., 2005; Schlamp y cols., 2006; Soto y cols., 2008). En los modelos descritos por 
otros autores se han encontrado variaciones en la distribución del daño a las CGRs 
similares a las obtenidas en este trabajo, en diferentes modelos experimentales de 
glaucoma (Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Salinas-
Navarro y cols., 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012) y en modelos hereditarios de 
hipertensión ocular (Mabuchi y cols., 2004) entre los que se encuentra la subcepa 
DBA/2NNia (Danias y cols., 2003; Filippopoulos y cols., 2006). 
Además, se observó cómo la afectación neuronal se intensificaba en  los ojos 
derechos de los mutantes con respecto a los ojos izquierdos a los 15 meses de edad.  
Los mapas de isodensidad generados a partir de la contabilización celular tanto 
con OHSt como Brn3a, mostraron la desaparición progresiva de estas células con 
respecto al animal control revelando la pérdida heterogénea de CGR (Danias y cols., 
2003; Heiduschka y cols., 2010). Este daño sectorial podría ser debido, como se ha 
mencionado anteriormente, a la obstrucción aleatoria de la malla trabecular por la 
acumulación del pigmento ocasionado por ISA y IPD. La muerte de CGR en diferentes 
modelos animales de glaucoma ha sido ampliamente descrita (Filippopoulos y cols., 
2006; Howell y cols., 2007; Buckingham y cols., 2008; Alarcon-Martinez y cols., 2009; 
Alarcon-Martinez y cols., 2010). De la misma manera, la afectación  retiniana de la 
patología en humanos es sectorial, encontrándose una mayor disminución de la 
población de células ganglionares en el glaucoma exfoliativo (Ritch, 1996; Jeng y cols., 
2007). 
Por el contrario, los contajes obtenidos de CGR detectadas por marcaje 
retrógrado y por inmunodetección con Brn3a, correspondientes a los ratones C57BL/6J 
a los 15 meses de edad, mostraron una distribución normal de la población de CGR. Las 
diferencias observadas en este estudio en el número de CGR detectadas para ambos 
marcadores con respecto a estudios previos en retina de ratón de otros autores (Salinas-
Navarro y cols., 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013a) 
pueden deberse a diferencias dentro de la misma especie al tratarse de cepas y/o estirpes 
(ratones Swiss o C57BL/2N) diferentes a la usada en nuestro estudio (C57BL/6J, a 
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diferencias asociadas al sexo de los animales utilizados o también a la diferencia de 
edad entre animales en los diferentes estudios. Todos estos factores podrían influir en el 
menor número de CGR contabilizado en nuestro estudio.  
5. ALTERACIÓN EN LOS NIVELES DE NUCLEÓTIDOS. 
Dado que se había detectado una disfunción visual de la retina interna del 
modelo glaucomatoso, resultó de gran interés poder evaluar la neurotransmisión 
mediada por ATP a través de los receptores P2X. Para ello, se llevó a cabo la 
determinación de los niveles de dicho nucleótido. Los cambios en los niveles de 
nucleótidos ATP y Ap4A se analizaron a medida que progresaba la degeneración 
glaucomatosa.  
Se observó un incremento significativo en los niveles de ATP extracelular a 
medida que avanzaba la patología, obteniendo los valores máximos a los 23 meses en el 
ratón glaucomatoso. Se observó también un aumento del contenido de ATP total con la 
edad en dichos ratones y, los respectivos controles, siendo más pronunciado en los 
patológicos. Estos resultados van en consonancia con trabajos recientes en los que se 
detectan niveles elevados de ATP en diferentes modelos animales de degeneración 
glaucomatosa (Lu y cols., 2015), y con los resultados obtenidos por Reigada y cols. 
(2008) dónde evalúan los niveles de ATP extracelular en la retina cuando simulaban un 
modelo de glaucoma bajo  la aplicación de presión. Esto podría ser debido a un aumento 
citoplasmático del nucleótido en las células de la retina, que intentaría ser compensado 
mediante una sobre-expresión del transportador vesicular (VNUT) para reducir el 
incremento observado a través de la posterior liberación exocitótica de ATP. El 
aumento en los niveles de ATP, fue descrito también en el modelo de EA (apartado 7.4 
de resultados) en condiciones basales y de estimulación en los ratones Tg 
(APPswe/PSEN1ΔE9). A diferencia del modelo glaucomatoso, el incremento de las 
concentraciones de ATP extracelular alcanzó un máximo en el intervalo temporal en el 
que la patología estaba establecida totalmente y, disminuyó drásticamente en estadios 
avanzados de la misma. A pesar de estas diferencias, cuando se analizó la liberación 
total del nucleótido, se observó un comportamiento similar. En los ratones 
glaucomatosos, la liberación neta de ATP extracelular aumentó entre los 9 y 15 meses 
decreciendo a los 23 meses. En los ratones de EA, la liberación neta de ATP aumenta a 
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los 14 meses para disminuir drásticamente a los 18 meses. En ambos casos, a medida 
que progresa la enfermedad aumenta la liberación total para, finalmente, alcanzar 
niveles muy bajos de ATPe. Esta reducción en la liberación total de ATPe en estadios 
muy avanzados podría estar indicando el proceso de muerte o de deterioro celular.  
Como se ha mencionado anteriormente, se estudió la expresión del transportador 
vesicular nucleotídico (VNUT) durante el desarrollo de la patología. La distribución de 
VNUT en la retina, principalmente en las capas plexiformes, sugiere el importante papel 
de la liberación del ATP como neurotransmisor (Vessey y Fletcher, 2012). El ATP es 
co-almacenado con transmisores tales como la acetilcolina (Sugiyama y cols., 2010), 
noradrenalina (Reigada y cols., 2008), otras monoaminas (Richardson y Brown, 1987) y 
con glutamato (Poelchen y cols., 2001), en el sistema nervioso central. Si hay una co-
transmisión equivalente en la retina sería factible encontrar ATP como un transmisor en 
las células amacrinas-starburst colinérgica (A18 de gran campo y las células amacrinas 
desplazadas, y otras), amacrinas dopaminérgicas y células interplexiformes, en células 
bipolares glutamatérgicas y células ganglionares. En nuestro caso, sólo podemos sugerir 
la presencia del transportador VNUT en la capa nuclear interna y en las células 
ganglionares. Es evidente, que la descripción precisa de qué células contienen VNUT 
merece atención, pero esto no es el objetivo del presente trabajo, que básicamente se 
centra en determinar la presencia del transportador de ATP en las capas plexiformes y 
en establecer el posible vínculo con los niveles de nucleótidos en sus lugares de 
liberación. 
  Analizando la expresión temporal del transportador, se observó un incremento 
de la proteína a los 15 meses que disminuyó considerablemente a los 23 meses, 
concomitantemente a la disminución de la liberación total de ATP. Este hallazgo podría 
estar sugiriendo que la mayoría de este ATP está originado por un proceso de muerte 
celular y su consecuente liberación al medio extracelular.  Por lo que, el ATP liberado 
en la retina interna podría estar activando diferentes receptores purinérgicos P2 
(Sanderson y cols., 2014). Concretamente, entre todos los receptores y, en relación con 
procesos de muerte celular producidos en estadios avanzados de degeneración, podría 
estar involucrado el receptor P2X7. De esta manera, podría estar contribuyendo a la 
activación de cascadas de señalización que promueven mecanismos apoptóticos tal y 
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como se ha descrito por diferentes autores en células ganglionares (Zhang y cols., 2005; 
Hu y cols., 2010) y en fotorreceptores cuando se realizaban inyecciones intravítreas con 
ATP (Puthussery y Fletcher, 2009; Notomi y cols., 2011). Así como, el aumento en 
ATP extracelular activa receptores P2X7 en modelos de hipoxia o aumento de presión 
hidrostática inducida en células ganglionares en cultivo (Resta y cols., 2007; Reigada y 
cols., 2008; Sugiyama y cols., 2010).  
 Analizando hasta este punto los resultados obtenidos, los cambios en los niveles 
de ATP y en el transportador vesicular podrían ser responsables, en parte, de las 
alteraciones electrofisiológicas en las retinas de los ratones glaucomatosos. Desde un 
punto de vista farmacológico, considerando el vínculo establecido entre elevados 
niveles de ATP y daño glaucomatoso, podría ser de gran interés eliminar o bloquear el 
exceso del nucleótido como posible terapia neuroprotectora.  
Otro nucleótido objeto de ser estudiado es el Ap4A, por su participación en el 
glaucoma. Los diadenosin polifosfatos, el Ap4A en concreto, actúa disminuyendo la 
PIO. Diferentes estudios farmacológicos sugirieron que este efecto hipotensor estaba 
mediado vía receptores P2X (Pintor y cols., 2003; Pintor y cols., 2004b; Guzman-
Aranguez y cols., 2007) así como vía P2Y1 facilitando la salida de humor acuoso de la 
malla trabecular (Soto y cols., 2005). Además, la aplicación de Ap4A, actúa como un 
posible agente neuroprotector (Hoyle y Pintor, 2010) contra daños neuronales inducidos 
por isquemia o 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) a través de la inhibición de la apoptosis 
(Wang y cols., 2003b). A pesar de que se desconoce el posible papel biológico del 
Ap4A sobre la retina, se ha demostrado el efecto terapéutico de los dinucleótidos en 
procesos patológicos como el desprendimiento de retina (Maminishkis y cols., 2002; 
Nour y cols., 2003).  
Todo esto nos llevó a analizar los posibles cambios en los niveles de este 
nucleótido tras la estimulación de las retinas glaucomatosas y control. Los niveles de 
Ap4A liberados en el ratón DBA/2J disminuyeron drásticamente a medida que avanzaba 
la patología, obteniendo los valores mínimos a los 23 meses, a diferencia de los valores 
encontrados para el ratón control, que se mantuvieron en niveles similares. Los niveles 
decrecientes encontrados en la liberación total del nucleótido posiblemente sean debidos 
al progresivo daño neuronal y a la activación del sistema de degradación de nucleótidos, 
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contribuyendo a su vez, a la elevada concentración de ATP extracelular comentada 
anteriormente.  
Una vez analizados los niveles de nucleótidos y la expresión del transportador 
vesicular, nos resultó de gran interés estudiar la expresión de una de las enzimas 
involucradas en la degradación de nucleótidos, la NPP1, de la familia de las ecto-
fosfodiesterasas para poder vincular posibles resultados de niveles de nucleótidos con la 
actividad enzimática (Vollmayer y cols., 2003). Se observó como a medida que se 
desarrollaba la patología los niveles de NPP1 se incrementaban entre los 9 y 15 meses 
de edad en el ratón DBA/2J. Este incremento de la actividad enzimática podría justificar 
el aumento de los niveles de ATP a lo largo de este intervalo temporal debido a la 
progresiva degradación de Ap4A.  
Una vez estudiadas todas las alteraciones producidas en la retina de los ratones 
patológicos, se determinaron los niveles de los nucleótidos, en el  humor acuoso. De 
modo que pudiéramos argumentar si los cambios observados en los niveles de ATP y 
Ap4A en la retina iban en consonancia con lo sucedido en polo anterior.  
Además, estudios previos demostraron la presencia de niveles incrementados de 
estos nucleótidos en el humor acuoso y otras estructuras de pacientes glaucomatosos, 
presentando niveles muy superiores a los encontrados en individuos sanos (Pintor y 
cols., 2003; Castany y cols., 2011; Li y cols., 2011). Las elevadas concentraciones de 
Ap4A en el humor acuoso podrían estar reflejando una liberación de los nucleótidos, 
quizás como mecanismo homeostático debido a la elevación de PIO (Castany y cols., 
2011; Pintor, 2011), pudiendo ser liberados a nivel celular por posibles deformaciones 
mecánicas de las estructuras o del propio daño tisular originado. Los resultados 
obtenidos fueron en concordancia con lo anteriormente descrito, se observó un aumento 
de los niveles de ambos nucleótidos durante el desarrollo de la patología en los ratones 
DBA/2J y, en comparación con los ratones control.  
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6. EL RECEPTOR P2X7 EN LA PATOGÉNESIS DEL GLAUCOMA. 
El receptor P2X7 ha sido vinculado a procesos patológicos como un posible 
candidato implicado en la patogénesis de diferentes enfermedades neurodegenerativas 
(Diaz-Hernandez y cols., 2009; Diaz-Hernandez y cols., 2012; Jimenez-Pacheco y cols., 
2013). Las alteraciones en los niveles de ATP extracelular y, la consecuente activación 
del receptor P2X7 pueden contribuir a la muerte de las células ganglionares de la retina 
y la pérdida de función de las mismas (Resta y cols., 2005; Reigada y cols., 2008; 
Puthussery y Fletcher, 2009; Hu y cols., 2010; Sugiyama y cols., 2010; Niyadurupola y 
cols., 2013). Por otra parte, los estudios previos realizados in vitro han demostrado la 
implicación del ATP en la apoptosis neuronal inducida a través del receptor P2X7. De 
hecho, la estimulación del receptor P2X7 mediante BzATP induce la apoptosis en las 
células ganglionares cultivadas de rata (Zhang y cols., 2005) así como, se ha 
determinado la muerte celular inducida/mediada por P2X7 en modelos de hipoxia 
(Reigada y cols., 2008; Mitchell y cols., 2009; Sugiyama y cols., 2010). 
Sobre-expresión de los receptores P2X7 en el modelo glaucomatoso 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se observó un incremento significativo 
en la expresión del receptor P2X7 en ratones glaucomatosos a los 15 meses. El aumento 
de los niveles del receptor P2X7, fue más notable en la retina interna (IPL y CGL). 
Además, se analizó el patrón de marcaje del receptor P2X7 en la capa de CGR en los 
diferentes estadios estudiados. Se observó cómo el aumento de la expresión de este 
receptor era variable. Se encontraron CG con fuerte inmunorreactividad para P2X7, sin 
embargo, no fue homogénea a lo largo de la capa de CGR. Cabía esperar que, tal y 
como se había descrito anteriormente, dicha expresión no fuera uniforme de acuerdo 
con la muerte sectorial encontrada en estas células tal y como  se había observado en 
estudios preliminares en este modelo glaucomatoso (Fernandez-Sanchez y cols., 2014). 
Este hallazgo se correlacionó con diversas alteraciones morfológicas y cambios 
moleculares observados en las retinas de los ratones DBA/2J. 
Se observó una activación de la respuesta astrocitaria (GFAP) a medida que se 
desarrollaba la patología mostrando co-localización con P2X7 en astrocitos, tal y como 
describieron en la retina de ratón Vessey and Fletcher (2012). Esta presencia de P2X7 
sugería la posible implicación de este receptor en la regulación de la actividad de la 
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microglia (Monif y cols., 2010). La presencia del receptor P2X7 activado puede estar 
involucrada con las respuestas inflamatorias en la retina interna como se describe en 
estudios in vitro (Panenka y cols., 2001). Se observa como a los 15 meses en los ratones 
glaucomatosos hay un ligero marcaje frente a sinaptofisina en la CPI pudiendo sugerir 
la existencia de procesos de plasticidad sináptica Además, se observó un aumento de la 
expresión del receptor P2X7 en la CPE acompañado por una disminución de la 
conexión sináptica. Este resultado está de acuerdo con un trabajo reciente (Fernandez-
Sanchez y cols., 2014), donde se describen los contactos sinápticos de la CPE en este 
modelo. Esto podría sugerir la implicación del receptor P2X7 en la señalización de la 
vía de los fotorreceptores y otros mecanismos indirectos que podrían contribuir a la 
degeneración de las CGR mediada por este receptor (Puthussery y cols., 2006; Vessey y 
Fletcher, 2012). 
Por otro lado, se observó una degeneración axonal variable. Se detectó una 
pérdida de la trayectoria de los neurofilamentos y desempaquetamiento de las fibras 
axonales. Estos signos de degeneración son similares a los observados en otros modelos 
experimentales de glaucoma tales como la lesión producida por axotomía (Parrilla-
Reverter y cols., 2009a). Se detectó co-localización con el receptor P2X7, en el soma de 
las CGR, mostrando una marcada inmunorreactividad para ambos marcadores así como 
se detectó un aumento en la expresión de RT-97 en las dendritas de las CGR. Esto 
podría estar indicando una posible reorganización de los neurofilamentos de las células 
dañadas, células que presentan una fuerte inmunorreactividad para P2X7, como un 
posible intento de regeneración del citoesqueleto.  
7. IMPLICACIONES DEL RECEPTOR P2X7 EN EL GLAUCOMA.  
Señalización del receptor P2X7 acoplada a proteínas MAP quinasas en la 
degeneración glaucomatosa 
El receptor P2X7 se ha asociado con múltiples cascadas de señalización, entre 
ellas la activación de la fosfolipasa D, liberación de citoquinas, reordenamientos del 
citoesqueleto y proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) (Skaper y cols., 
2010). Varios estudios proporcionan datos que muestran que la activación del receptor 
P2X7 conduce a la activación de p38 (Ono y Han, 2000; Armstrong y cols., 2002; 
Donnelly-Roberts y cols., 2004) y JNK (Suzuki y cols., 2004). Por otra parte, las vías de 
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señalización intracelular que conducen a procesos de muerte celular en el glaucoma 
involucran, entre otras, la activación de las vías de JNK y p38 intracelulares (Kikuchi y 
cols., 2000; Levkovitch-Verbin y cols., 2005; Munemasa y cols., 2005; Munemasa y 
cols., 2006; Bessero y cols., 2010; Donovan y cols., 2011). Estudios realizados en 
retinas glaucomatosas humanas también mostraron la activación de estas rutas (Tezel y 
cols., 2003). Además está bien documentado, el uso de inhibidores específicos de JNK y 
p38 como diana terapéutica protegiendo a las neuronas de la retina por excitotoxicidad 
inducida por NMDA (Munemasa y cols., 2005).  
En el presente trabajo de investigación, se han detectado alteraciones en la 
expresión de varias proteínas relacionadas con la muerte de células ganglionares de la 
retina de ratones DBA/2J. En primer lugar, nuestros datos muestran una activación de 
miembros de la familia la MAPK (JNK y p38), en retinas lesionadas en comparación 
con los ratones control a los 15 meses de edad. Los resultados obtenidos a partir del 
análisis de Western Blot mostraron un perfil diferente de expresión de las mismas, lo 
que llevó a pensar que posiblemente ambas proteínas JNK y p38, se activen en 
momentos diferentes de la degeneración glaucomatosa, inducidas por cambios en el 
receptor P2X7. Nuestros resultados mostraron que la activación de estas vías de 
señalización podría estar contribuyendo como mediadoras de proteínas efectoras del 
proceso apoptótico de las CGR inducida por activación del receptor P2X7.  
Activación de la caspasa-3 en el glaucoma 
La apoptosis inducida por la activación del receptor P2X7, compromete la 
liberación de ATP a partir de células excitadas o dañadas como consecuencia del 
deterioro ocular. Los niveles de ATP extracelular podrían estar vinculados en la 
activación del receptor P2X7 en la patología glaucomatosa (Resta y cols., 2007; 
Reigada y cols., 2008) tal y como describieron Zhang y cols. (2005) en CGR de rata 
aisladas, en las que la estimulación del receptor inducía la apoptosis de las mismas por 
activación de las caspasas originada tras el incremento de las concentraciones 
intracelulares de calcio. Se confirmó la presencia de este elevado nivel de nucleótido en 
el modelo del ratón DBA/2J (apartado 3.1 de resultados), que junto con el aumento de 
la expresión del receptor P2X7 descrito en este trabajo, sugiere que su activación puede 
desencadenar las cascadas intracelulares subyacentes propuestas. En este sentido, 
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muchos estudios han demostrado que la activación de las cascadas de caspasas en las 
células neuronales desempeña un papel importante en la muerte celular programada de 
las células ganglionares de la retina (Morrison y cols., 1997; Sawada y Neufeld, 1999; 
Kim y Park, 2005; Zhang y cols., 2005; Reichstein y cols., 2007; Sugiyama y cols., 
2013). La muerte celular mediada por la caspasas se regula en parte por vías 
intracelulares mediadas por las MAP quinasas. Se ha descrito como la proteína JNK 
está involucrada en la señalización de lesión axonal y de la apoptosis (Donovan y cols., 
2011; Fernandes y cols., 2012; Harder y cols., 2012). Así como se ha detectado sobre-
expresión de diferentes proteínas en un modelo de transección del nervio óptico 
mediante la regulación de las vías de apoptosis (Agudo y cols., 2009). Del mismo 
modo, la activación de MAPK p38 se ha descrito como un mediador de la activación de 
las caspasas en el desarrollo de lesiones RGC en diferentes modelos experimentales de 
glaucoma, incluyendo la axotomía del nervio óptico, la hipertensión ocular, y la 
degeneración inducida por excitotoxicidad (Kikuchi y cols., 2000; Manabe y Lipton, 
2003; Harada y cols., 2006; Levkovitch-Verbin y cols., 2007; El-Remessy y cols., 
2008). Además, trabajos recientes describen la inhibición de p38 como una posible 
diana terapéutica en la microcirugía filtrante del glaucoma en conejos (Nassar y cols., 
2015) y en los modelos de disfunción axonales (Dapper y cols., 2013). La distribución 
de estas proteínas de estrés en la retina del ratón incluye CNI y CGR y se han detectado 
aumento en sus niveles de expresión mediante el análisis proteómico en modelos de 
neurotoxicidad retiniana (Munemasa y cols., 2005; Bessero y cols., 2010), en daño 
glaucomatoso (Dapper y cols., 2013) y en procesos isquémicos de la retina (Roth y 
cols., 2003). 
Todos estos trabajos son consistentes con resultados actuales donde se describe 
la posible conexión entre las proteínas de estrés activado (p38, JNK) y caspasas (Chen y 
Kadlubar, 2003; Dapper y cols., 2013). 
  Durante del desarrollo experimental de esta Tesis, se observó que la expresión 
de estas proteínas era significativamente mayor durante el desarrollo de la patología en 
los ratones DBA/2J, así como la muerte de las CGR.  Se observó también la activación 
de la caspasa-3 durante el progreso de la degeneración glaucomatosa. Además se 
analizaron los niveles de la proteína y la actividad de la caspasa-3 en la retina de los 
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ratones control y con glaucoma. En este sentido, se pudo correlacionar el aumento 
significativo en la actividad de la caspasa-3 a los 15 meses con el aumento del nivel 
observado del fragmento p20 activo de la caspasa-3. Estos resultados, sugerían la 
posible participación del receptor P2X7 mediada por ATP en la activación de la 
caspasa-3 a través de vías de señalización de MAP quinasas (JNK y p38).  
Todo el estudio molecular se realizó en la retina de un modelo animal, sin poder 
discriminar las diferentes capas de la retina. Por lo que fue de gran utilidad el estudio 
inmunohistoquímico para poder localizar los cambios cuantitativos observados en las 
retinas glaucomatosas.  
Todas estas observaciones en el modelo animal, nos llevaron a plantear si la 
activación específica del receptor desencadenaría la activación de la ruta propuesta. Para 
poder establecer el posible mecanismo de señalización intracelular acoplado al receptor 
P2X7, se decidió utilizar una línea inmortalizada de células progenitoras de retina, la 
línea R28 E1A-NR.3. De este modo, se pudo demostrar el acoplamiento del receptor 
P2X7 a la activación de la caspasa-3, a través de la vía se señalización de las MAP 
quinasas.  
Inicialmente, se comprobó que en dicha línea celular estuviera presente el 
receptor P2X7, para ello, se chequeó su presencia mediante ensayos de 
inmunotransferencia. A continuación, era necesario comprobar la funcionalidad del 
mismo, por lo que se realizó su caracterización farmacológica, probando que el receptor 
sobre el que estaba actuando el agonista nucleotídico BzATP en las células R28 era el 
receptor P2X7. A este respecto, hay que señalar que dicha línea celular co-expresa 
varios tipos de receptores P2X, pudiendo contribuir a las respuestas inducidas por 
BzATP, por lo que para potenciar las acciones del agonista sobre el receptor P2X7, los 
experimentos se hicieron en medio en el que la concentración de Mg
2+
 estuvieran dentro 
del rango descrito por Virginio y cols. (1997), ya que el P2X7 es particularmente 
sensible a la inhibición por dicho catión.  
A continuación, se demostró que la aplicación del BzATP, desencadenaba una 
activación de la caspasa-3 y, la consecuente muerte celular, que se veía revertida 
significativamente cuando se bloqueaba el receptor con antagonistas específicos (BBG, 
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A438079) (Jiang y cols., 2000; Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007). Además, el BzATP 
fue capaz de inducir aumentos en la fosforilación de p38 y JNK, suprimidos en su 
totalidad cuando las células se exponían a los antagonistas previamente mencionados. 
No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que las respuestas sean el resultado 
de la activación exclusiva del receptor P2X7, puesto que se ha descrito la formación de 
heterómeros en diferentes líneas celulares (Nicke y cols., 2005; Guo y cols., 2007a; 
Lalo y cols., 2008) que muestran características farmacológicas mixtas. Por lo tanto, es  
importante señalar que en el modelo animal, el ATP no ejerce una activación “selectiva” 
con respecto al receptor P2X7, puesto que dicho nucleótido desencadena diferentes 
respuestas en función del tipo de receptor presente.  La respuesta global fisiológica 
producida viene determinada por una compleja participación de nucleótidos, receptores 
y enzimas de degradación que componen la señalización purinérgica. 
 
Figura 1. Esquema representativo de la señalización mediada por ATP hacia la caspasa-3. La 
activación del receptor P2X7 induce la fosforilación de las rutas de las MAP quinasas (p38 y JNK) y la 
consecuente muerte celular mediante la activación de la caspasa-3. 
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Antagonismo del receptor P2X7 como diana terapeútica 
Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, el antagonismo del receptor P2X7,  
podría ser una alternativa terapéutica para prevenir la muerte de células ganglionares en 
la patogénesis del glaucoma. Estudios recientes, sugieren un papel neuroprotector vía 
antagonismo del receptor P2X7 (Di Virgilio y cols., 2001; Franke y cols., 2004; Jun y 
cols., 2007; Diaz-Hernandez y cols., 2009; Chen y cols., 2013). La administración in 
vivo de un antagonista del receptor P2X7, demostró la reducción de las placas amiloides 
en el modelo de la enfermedad de Alzheimer a través de la GSK-3 (Diaz-Hernandez y 
cols., 2012) así como la prevención de la apoptosis neuronal y daño cerebral inducido 
en la enfermedad de Huntington y epilepsia (Diaz-Hernandez y cols., 2009; Jimenez-
Pacheco y cols., 2013). Además, un estudio reciente ha demostrado el efecto 
neuroprotector del antagonismo en daño cerebral traumático (Wang y cols., 2015). Han 
sido descritos hallazgos similares en modelos de degeneración glaucomatosa o de 
hipertensión ocular, encontrando que la activación del receptor P2X7 está implicado en 
el proceso de muerte neuronal en modelos murinos y en cultivos de retina primarias (Zhang 
y cols., 2005; Hu y cols., 2010; Sugiyama y cols., 2010; Niyadurupola y cols., 2013; 
Sugiyama y cols., 2013). También se demostró que el antagonismo del receptor revirtió 
significativamente la pérdida neuronal.   
En el presente trabajo, se llevó a cabo el estudio electrofisiológico de la retina 
antes y después del tratamiento con BBG en los ratones glaucomatosos. Este primer 
estudio del efecto de la aplicación terapéutica del antagonista selectivo del receptor 
P2X7, no modificó la respuesta eléctrica de las CGR cuando se comparaban con los 
ratones no tratados. Así como tampoco se observaron diferencias significativas con 
respecto a los ratones tratados antes y después de comenzar el tratamiento. Sin embargo, 
cuando se analizaron las rutas involucradas en la activación de la caspasa-3, JNK y P38, 
se observó una disminución de la expresión de las mismas.  
Todos estos resultados podrían estar indicando que el tratamiento estaba 
resultando ser efectivo a nivel molecular, el antagonismo del receptor P2X7 estaría 
produciendo una disminución de la activación de la fosforilación de las rutas de 
señalización implicadas y, la consecuente disminución de la degeneración neuronal. Sin 
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embargo, no sería suficientemente efectivo en las condiciones establecidas como para 
desencadenar una mejoría de la disfunción visual o un retraso en el deterioro de la 
misma. Pudiendo estar relacionado, o bien con la elección temporal del comienzo del 
tratamiento o bien con la dosis administrada y frecuencia.  
  Además sería interesante considerar, el uso de inhibidores específicos de las 
moléculas implicadas en los mecanismos moleculares (p38 y JNK) que subyacen la 
degeneración glaucomatosa.   
8. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LA DEGENERACIÓN 
GLAUCOMATOSA Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. 
Uno de los factores que contribuyen a la fisiopatología de un gran número de 
enfermedades neurodegenerativas es el plegamiento anómalo de las proteínas. Una de 
las más características es la amiloidosis, originada por la formación irreversible de 
agregados fibrilares insolubles llamados amiloides. Entre las enfermedades 
neurodegenerativas que la presentan se encuentran la enfermedad de Alzheimer, 
Parkinson y Creutzfeldt-Jackob, entre otras.  
Con el objetivo de establecer la posible existencia de analogías entre la patología 
glaucomatosa y la enfermedad de Alzheimer (EA) se realizaron estudios comparativos 
análogos a los realizados en el modelo glaucomatoso. 
 Se evaluó la respuesta electrofisiológica de las retinas del modelo de EA, de modo 
que, se pudiera determinar la existencia de una posible disfunción de la respuesta 
eléctrica en algún tipo neuronal de la retina. Se identificó una significativa pérdida 
funcional de las CGR, de modo que, se quiso evaluar si se había producido la muerte 
celular de las mismas.  
Se pudo observar como el número de CGR estaba preservado en las retinas del 
modelo animal de EA cuando se comparaba con el control y, cuando se analizaba con 
respecto a la progresión de la patología, por lo que la disfunción visual no iba 
acompañada de un proceso de muerte celular en los estadios analizados. Estos 
hallazgos, sugerían una activación de respuestas intracelulares que ocasionaban un 
deficiente funcionamiento del proceso de transmisión de la información visual de las 
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CGR sin, implicar necesariamente, la muerte celular de las mismas en el estadio 
analizado.  
Por tanto, se analizaron los niveles de la proteína precursora amiloide (APP) en 
los ratones de EA. Se encontró un incremento en los niveles de esta proteína, 
característica inherente a esta enfermedad neurodegenerativa en los ratones de EA a los 
17 meses de edad. Se encontraron niveles ligeramente elevados de la proteína APP, en 
los ratones control C3B6F1, posiblemente debido a una acumulación “fisiológica” 
vinculada al propio envejecimiento. De la misma manera, se evaluaron los niveles de 
dicha proteína en los ratones glaucomatosos, encontrando un aumento en la expresión 
de la misma, de acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio histológico en 
diferentes trabajos (McKinnon y cols., 2002; Goldblum y cols., 2007; Guo y cols., 
2007b) y en la caracterización de las retinas mediante estudios de inmunofluorescencia 
a plano. Además, una posible justificación de la detección de estos agregados en las 
retinas del ratón DBA/2J, podría ser debido a alteraciones descritas en el nervio óptico 
originadas por estrés del retículo endoplasmático (Ojino y cols., 2015). El plegamiento 
anómalo de esta proteína β-amiloide podría estar originado por el desarrollo de 
condiciones de estrés de este orgánulo responsable de la síntesis, modificación y 
transporte de proteínas. 
Estos resultados sugieren una nueva hipótesis acerca de los mecanismos 
moleculares implicados en la muerte de las CGR, implicando a la neurotoxicidad 
originada por los depósitos de β-amiloide (McKinnon y cols., 2002). Así como, una 
posible correlación entre los mecanismos intracelulares involucrados en ambas 
patologías, pudiendo contribuir las alteraciones en el metabolismo de la APP en la 
muerte de las RGC en el glaucoma.  Esta acumulación proteica podría ser consecuencia 
de diferentes factores como el aumento de PIO, procesos isquémicos o traumas, entre 
otros, originados en el transcurso de esta neuropatía óptica. 
  Por otra parte, se encontró un incremento en los niveles del receptor P2X7 en el 
modelo de EA a los 17 meses, indicando una posible implicación de la proteína en dicha 
patología, tal y como se había detectado en el modelo glaucomatoso. Estos resultados 
van en concordancia con estudios realizados en cerebro en un modelo murino de 
enfermedad de Azlheimer en el que se observó un aumento de la expresión de dicho 
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receptor y su posible implicación en el proceso de neurodegeneración (Parvathenani y 
cols., 2003). Además estudios realizados in vivo demostraron como la inhibición del 
receptor P2X7 disminuía significativamente el número de placas de la proteína β-
amiloide en ratones transgénicos para APP humana (Diaz-Hernandez y cols., 2012).  
Cuando se analizaron los niveles de liberación total de ATP extracelular en este 
modelo, se observó cómo la concentración aumentaba a los 14 meses y disminuía 
significativamente a medida que se desarrollaba la patología, probablemente originado 
por un mal funcionamiento de la maquinaria intracelular y el consecuente deterioro 
celular. 
Todos estos resultados y la gran incidencia del glaucoma y otras neuropatías 
entre pacientes con enfermedad de Alzheimer, sugieren la posible relación entre estas 
dos patologías (Bayer y cols., 2002a). Cabe mencionar la presencia del péptido β-
amiloide en el humor acuoso de pacientes con glaucoma lo que implicaría una etiología 
similar con respecto a la enfermedad de Alzheimer (Janciauskiene y Krakau, 2001), así 
como en humor vítreo de pacientes con diferentes retinopatías (Yoneda y cols., 2005). 
No obstante, sería interesante señalar la posible detección de una enfermedad 
neurodegenerativa emergente, a través de un estudio visual, o bien, la prevención de una 
afectación retiniana como consecuencia de una patología ya diagnosticada.  
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CONCLUSIONES  
1. El seguimiento electrorretinográfico de la retina de los ratones DBA/2J muestra un 
déficit progresivo de la función visual desde los 9 meses de edad cuyo origen es 
probablemente debido a la pérdida de población de CGR, y esto transcurre en paralelo 
con una elevación anormal de la PIO. Por lo tanto, las medidas de PIO y los registros 
electrorretinográficos proporcionan un método diagnóstico eficaz no invasivo para la 
evaluación de la población CGR "in vivo"  durante la progresión de la patología con el 
objetivo de establecer el momento ideal para comenzar un posible tratamiento para el 
glaucoma. 
2. Mediante estudios morfométricos de retinas “a plano” se ha caracterizado el patrón de 
muerte de las CGR. Además se ha contabilizado el número de CGR en los ratones 
glaucomatosos con respecto a la cepa control. Los mapas de isodensidad demuestran la 
gran variabilidad de la pérdida neuronal de las CGR presente en la degeneración 
retiniana. Así como, la hetereogeneidad y asimetría entre animales como entre ambas 
retinas del mismo ejemplar DBA/2J.  
3. El estudio morfológico y cuantitativo de la retina del ratón glaucomatoso revela 
diferentes alteraciones morfológicas. Estos hallazgos indican que eventos como la 
pérdida de conectividad sináptica, la gliosis reactiva, el deterioro axonal y la pérdida del 
marcador específico de las CGR podrían estar involucrados en la patogénesis de 
glaucoma originando  la disfunción visual. 
4. El análisis de la retina del ratón glaucomatoso muestra alteraciones de diferentes 
componentes involucrados en el sistema purinérgico (P2X7, VNUT, NPP1) así como 
de los niveles de nucleótidos ATP y Ap4A. Se han observado incrementos en la 
expresión del receptor, del transportador y de la ecto-nucleotidasa, así como de la 
liberación de ATP extracelular a los 15 meses de edad en los ratones glaucomatosos, a 
diferencia de lo encontrado para los niveles de Ap4A. 
5. Se han detectado alteraciones en diferentes componentes de señalización 
intracelular involucrados en procesos de apoptosis en el modelo de ratón DBA/2J. Este 
estudio proporciona una evidencia de las alteraciones moleculares de la retina, 
involucradas en el daño glaucomatoso. Las rutas de señalización de MAPK podrían 
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estar involucradas en la activación mediada por P2X7. Se han encontrado niveles de 
proteínas alterados (p38 y JNK) pudiendo estar relacionado con el deterioro de la retina 
interna mediante cascadas apoptóticas.  
6. Se ha demostrado que la pérdida neuronal originada en este modelo de glaucoma se 
produce mediante una activación de la caspasa-3, desencadenando un proceso de 
muerte celular por apoptosis.  
7. La línea celular R28 E1A-NR.3 resulta de gran utilidad para estudiar los 
mecanismos de señalización intracelular en distintos procesos celulares y moleculares, 
entre ellos la muerte celular programada. Se ha comprobado el aumento en la 
fosforilación de las proteínas p38 y JNK, vía activación del receptor P2X7 mediante el 
agonista BzATP y, la consecuente activación de la caspasa-3 desencadenando un 
proceso apoptótico. Se ha observado cómo es revertida la activación de las MAPK 
mediante el antagonismo del receptor P2X7 por BBG.  
8. Tras la demostración del efecto neuroprotector del BBG in vitro, el tratamiento in 
vivo en los ratones glaucomatosos,  no revierte el déficit funcional de las CGR en las 
condiciones establecidas. Sin embargo, se reducen significativamente los niveles de 
expresión de las proteínas correspondientes a las rutas de señalización intracelular 
involucradas que desencadenan procesos apoptóticos. Todo esto podría indicar que un 
reajuste en la dosis y frecuencia de la administración podría representar una posible 
herramienta terapéutica para el tratamiento de la degeneración glaucomatosa.  
9. Finalmente, en el estudio comparativo entre el modelo de degeneración glaucomatosa 
y el modelo de ratón de enfermedad de Alzheimer, se encuentran ciertas similitudes. 
Se ha detectado una disfunción visual de la retina así como un aumento de los niveles 
de proteína β-amiloide y P2X7 en ambos modelos patológicos. Dicho paralelismo 
podría apuntar a posibles dianas terapéuticas orientadas al tratamiento del glaucoma 
como una enfermedad neurodegenerativa como tal y, poder evolucionar hacia 
tratamientos más efectivos. De esta manera, se podrían establecer nuevas alternativas 
farmacológicas.  
10. En resumen, la progresión de los cambios oculares en el modelo animal del ratón 
DBA/2J, puede ser bien caracterizada en edades avanzadas, momento en el que todas 
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las manifestaciones fenotípicas originadas por las mutaciones están completamente 
desarrolladas. La selección de los ratones y del estadio adecuado para el estudio de la 
enfermedad, permitiría agrupar poblaciones en función del avance del deterioro 
retiniano, para poder evaluar los posibles mecanismos patológicos que desencadenen la 
muerte celular reduciendo, de esta manera, las diferencias inter-animal que se producen 
durante la progresión de la patología. 
A pesar de todas las limitaciones terapeúticas que presenta el modelo de ratón 
DBA/2J, debe tenerse en cuenta la similitud de las alteraciones oculares que tienen lugar 
en pacientes glaucomatosos y la “dispersión real” de la sintomatología. El modelo de 
ratón DBA/2J, simula muchas de las características descritas en el glaucoma, tales como 
aumento de PIO, degeneración de CGR, excavación del nervio óptico y vulnerabilidad 
metabólica debido a daño oxidativo, entre otras.  
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FE DE ERRATAS 
Tesis Doctoral:  
“Caracterización de un modelo murino de glaucoma. Implicación funcional de la 
señalización del receptor P2X7 en procesos neurodegenerativos de la retina” 
Página 17: En el párrafo 2 línea 7, sustituir: 
…Como resultado, ya no se pueden mantener abiertos los canales de Na+ activados por 
GMPc y dejan entrar iones…por: …Como resultado, ya no se pueden mantener 
abiertos los canales de Na
+
 activados por GMPc y dejan de entrar iones… 
Página 39: En la última línea del párrafo 4, sustituir: 
 …se detectaron placas β-amiloide, encontradas principalmente en las capas 
plexiformes y se detectaron un número mucho menor de placas en CPI, CGR y 
CNE…por: …se detectaron placas β-amiloide, encontradas principalmente en las 
capas plexiformes y se detectaron un número mucho menor de placas en CGR y CNE. 
Página 46: En la tabla I en familia de ecto-NPPasas sustituir Npn-1N por Npn-1. 
Página 119: En el párrafo 1 en lugar de tabla XIV se trata de la tabla XVI. 
Página 122: En la última frase en lugar de tabla XVI se trata de la tabla XIII y XIV. 
Página 132: En la última frase en lugar de figura 7 se trata de la figura 8. 
Página 180: En el párrafo 2 línea 7, se trata de la figura 32B en lugar de la figura 33B.  
Página 161: En la figura 16 sustituir ONL (del inglés “outer nuclear layer”) por CNE 
(capa nuclear externa), OPL (del inglés “outer plexiform layer”) por CPE (capa 
plexiforme externa), INL (del inglés “inner nuclear layer”) por CNI (capa nuclear 
interna), IPL (del inglés “inner plexiform layer”) por CPI (capa plexiforme interna) y 
GCL (del inglés “ganglion cell layer”) por CCG (capa células ganglionares).  
Página 165: En la figura 20 sustituir GCL (del inglés “ganglion cell layer”) por CCG 
(capa de células ganglionares). 
 
   
 
 
 
Página 166: En la figura 21 marcadores de peso molecular para VNUT (sustituir 75 por 
68 kDa) y GAPDH (37 kDa) desplazados de la posición correcta. 
Página 168: En la figura 23 marcadores de peso molecular para NPP1 (150 kDa) y 
GAPDH (37 kDa) desplazados de la posición correcta. 
Página 163: La imagen correspondiente al ratón C57BL/6J (15 meses) no corresponde 
a este ratón si no al ratón DBA/2J (3 meses). Error en la maquetación de la figura pero 
el marcaje observado en este estadio se mantiene.  
Página 175: Párrafo 2 repetido. 
Página 180: En el párrafo 2 línea 5, sustituir: 
 …una pendiente prácticamente  nula, aunque un alto grado de correlación; lo que 
tomado en conjunto…por: …una pendiente prácticamente  nula, con una baja 
correlación; lo que tomado en conjunto… 
Página 196: En el pie de la figura 46 no se indica la concentración de 1 µM de A43. 
Página 199: En el pie de la figura 48 los ratones control corresponden a los ratones 
DBA/2J “no tratados” en lugar de ratones C57BL/6J y n=10 tal y como se indica en el 
texto.  
Página 227: En el párrafo 2 línea 3 sustituir IPL (del inglés “inner plexiform layer”) 
por CPI (capa plexiforme interna) y GCL (del inglés “ganglion cell layer”) por CCG 
(capa células ganglionares).  
Página 230: En la línea 12 página 230 sustituir GCL (del inglés “ganglion cell layer”) 
por CCG (capa células ganglionares) 
 
 
 
 
 
